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POVZETEK 
V multivitaminskih izdelkih se pogosto nahajajo hidrofilni in lipofilni vitamini, ki se zelo 
razlikujejo v fizikalno-kemijskih lastnostih. Ker v literaturi ne najdemo postopkov za 
enostavno in hkratno pripravo vzorcev za analizo obeh skupin vitaminov iz izdelkov, smo 
v ta namen razvili ekstrakcijske postopke za sočasno ločevanje hidrofilnih in lipofilnih 
vitaminov. Vrednotili smo deset hidrofilnih (askorbinska kislina, tiaminijev klorid, 
riboflavin, nikotinamid, kalcijev pantotenat, piridoksinijev klorid, biotin, folna kislina, 
cianokobalamin in tetrahidrofolna kislina) in pet lipofilnih (retinil acetat, retinil palmitat, 
D3, K1, tokoferil acetat) vitaminov, ki se najpogosteje pojavljajo v multivitaminskih 
izdelkih.  
Pred razvojem ekstrakcijskega postopka smo za namene vrednotenja vitaminov preverili 
ustreznost dveh predhodno razvitih kromatografskih metod, ene za lipofilne (metoda 
HPLC) in druge za hidrofilne vitamine (metoda UHPLC). Metodi smo ovrednotili v skladu 
s smernicami ICH in za obe potrdili selektivnost, linearnost, točnost, ponovljivost ter 
stabilnost analitov med analizo. Razvoj in optimizacijo ekstrakcijskega postopka smo 
najprej izvedli na vodnih zmeseh standardov, nato pa še na izbranih izdelkih različnih 
farmacevtskih oblik. Postavili smo tri ločene ekstrakcijske postopke, in sicer za sirupe, 
kapsule in tablete, pri čemer smo pri optimizaciji preverjali različne ekstrakcijske 
parametre: vrstni red uporabe topil, izbira vodne in organske faze, njun volumen in 
razmerje, število ciklov ekstrakcije, čas mešanja in stresanja, odvzem vzorca in druge. 
Z optimiziranimi postopki smo uspešno ekstrahirali obravnavane vitamine iz vseh treh 
farmacevtskih oblik, kar smo ovrednotili s ponovljivimi (RSD < 5%) in visokimi izkoristki 
ekstrakcije (100 ± 10%) za večino analitov. Ugotovljene vsebnosti vitaminov v izbranih 
izdelkih so bile v večini primerov višje od navedenih, a le izjemoma izven mej 
sprejemljivosti, ki veljajo po priporočilih USP za prehranska dopolnila. 
Razvite postopke za sočasno ekstrakcijo vitaminov smo nato primerjali s predhodno 
razvitimi ločenimi postopki za obe skupini vitaminov in dobili primerljive rezultate. 
Zaključimo lahko, da so vpeljani postopki priprave vzorca primerni za analizo vitaminov v 
multivitaminskih izdelkih, pri čemer je glavna prednost enkratna priprava vzorca za obe 
skupini vitaminov, kar skrajša čas izvedbe in zmanjša porabo vzorca in topil za analizo. 
Ključne besede: hidrofilni vitamini, lipofilni vitamini, HPLC, UHPLC, ekstrakcija, 
vsebnost  
Andreja Horvat  Magistrska naloga 
vii 
ABSTRACT 
Water-soluble and fat-soluble vitamins are very different in their physicochemical 
properties, but are often found together in multivitamin products. Our main goal was to 
develop simple procedures for the simultaneous extraction and separation of water- and 
fat-soluble vitamins, because such sample of preparation for the analysis of both vitamin 
groups cannot be found in the other literature. We evaluated ten hydrophilic vitamins 
(ascorbic acid, thiamine hydrochloride, riboflavin, niacinamide, calcium pantothenate, 
pyridoxine hydrochloride, biotin, folic acid, cyanocobalamin and tetrahydrofolic acid) and 
five lipophilic vitamins (retinyl acetate, retinyl palmitate, D3, K1, alpha tocopheryl acetate) 
in their forms, most commonly found in multivitamin products.  
Two previously developed chromatographic methods (HPLC method for fat-soluble and 
UHPLC method for water-soluble vitamins) were verified in accordance with ICH 
guidelines, before the development of extraction procedures, confirming their selectivity, 
linearity, accuracy, repeatability and sample stability for both vitamin groups. The 
development of the extraction procedures was first performed on aqueous standards 
mixtures and later also on selected commercial products in different dosage forms. For this 
purpose, three different extraction procedures were developed for each dosage form 
(capsules, tablets and oral solutions). During extraction procedure optimization, the 
following parameters were verified: solvent addition order, choice of aqueous and organic 
solvent, their volumes and ratios, number of extraction cycles, mixing and shaking time, 
sampling and others. 
The developed final extraction procedures were suitable for vitamins extraction from each 
tested dosage forms. It was then confirmed by high extraction efficiency (100 ± 10%) and 
low variability of the results (RSD < 5%) for most analytes. The determined vitamin 
contents in the tested products were typically higher than the labeled contents, but were 
seldom beyond the acceptable USP limits for dietary supplements. 
The developed extraction procedures were further compared with established extraction 
procedures of the separate vitamin groups. The obtained results were equivalent or even 
better. Therefore it can be concluded that the developed extraction procedures are suitable 
for the analysis of both vitamin groups in multivitamin products, with a single sample 
preparation as the main advantage, thus reducing the time and sample usage as well as 
solvents for analysis.  
Keywords: water-soluble vitamins, fat-soluble vitamins, HPLC, UHPLC, extraction, assay  




m  masa [g] 
M  molska masa [g/mol] 
Rt retencijski čas [min] 
t  čas [min] 
T  temperature [°C] 
q  pretok [mL/min] 
λ  valovna dolžina [nm]  
V  volumen [L] 
Kratice 
A-ac.  retinil acetat 
A-palm. retinil palmitat 
ACN  acetonitril 
AUC  površina pod kromatografskim vrhom (ang.: Area Under the Curve) 




B6 piridoksinijev klorid 
B7 biotin 
B9 folna kislina 
B12 cianokobalamin 
BHT butilhidroksitoluen 
C askorbinska kislina  
D3  holekalciferol 
DAD  detektor z nizom diod (ang.: Diode-Array Detector) 
E-ac.  tokoferil acetat  
EDTA  etilendiamintetraocetna kislina 
FLD  fluorescenčni detektor (ang.: Fluorescence Detector) 
FO farmacevtska oblika 
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FOT filmsko obložena tableta 
FSV lipofilni vitamini (ang.: Fat-Soluble Vitamins) 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (ang.: High Performance 
Liquid Chromatography) 
IE mednarodna enota (ang.: International Unit IU) 
kps kapsula  
LLE ekstrakcija tekoče-tekoče (ang.: Liquid-Liquid Extraction) 
MeOH metanol 
MF mobilna faza 
MQ milliQ voda 
o organska faza  
OR osnovna raztopina 
QC kontrolna raztopina 
razt. raztopina 
RDA priporočen dnevni odmerek (ang.: Recommended Daily Allowance) 
RP-HPLC reverzno fazna tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (ang.: Reverse-
Phase High Performance Liquid Chromatography) 
rpm obrati na minuto (ang.: Revolutions Per Minute) 
RS raztopina standarda 
RSD relativni standardni odklon (ang.: Relative Standard Deviation) 
RU rok uporabe 




THFK 5-metil tetrahidrofolna kislina 
UHPLC tekočinska kromatografija ultra visoke ločljivosti (ang.: Ultra-High 
Performance Liquid Chromatography) 
v vodna faza  
vit. vitamin 
VZ vzorec 
WSV  hidrofilni vitamini (ang.: Water-Soluble Vitamins) 
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1 UVOD 
Vitamini so skupina biološko aktivnih organskih spojin, ki imajo številne vloge v 
organizmu in so v zadostnih količinah nujno potrebni za uravnavanje fizioloških procesov 
v telesu (za dihanje, prebavo, delovanje možganov in živčevja, rast in razmnoževanje), 
hkrati pa so tudi sestavni del tkiv in organov. V človeškem telesu se sintetizirajo samo 
posamezni vitamini (recimo B3, D in K), in to v zelo majhnih količinah, zato jih moramo 
vnesti s hrano ali z vitaminskimi izdelki. [1]  
Vitamine delimo na dve veliki skupini – hidrofilne vitamine, ki so topni v polarnih topilih 
(vitamini B kompleksa ter C) in lipofilne vitamine, ki so topni v organskih topilih (A, D, 
E in K). [2] Vitamini spadajo med mikrohranila, saj že vnos majhnih količin zadostuje za 
normalno delovanje organizma. Dandanes poznamo funkcije večine vitaminov, ki v 
organizmu običajno sodelujejo kot kofaktorji (B-kompleks, C), hormoni (D) ali 
antioksidanti (C, E) pri različnih reakcijah. Organizem ima večjo potrebo po vitaminih v 
obdobju rasti, nosečnosti, bolezni in med okrevanjem po bolezni. [3, 4] 
Vitamini se nahajajo v večini živil, zlasti v mesu, ribah, sveži zelenjavi, sadju, mleku in 
mlečnih izdelkih, tako da jih zaužijemo dovolj že z običajno uravnoteženo prehrano. 
Njihovo (dolgotrajno) pomanjkanje v prehrani lahko privede do hipovitaminoz ali 
avitaminoz. Kot dodatek k uravnoteženi prehrani se vse pogosteje uporabljajo vitaminski 
pripravki, ki so na voljo kot zdravila ali prehranska dopolnila. Razlika med slednjima je, da 
je zdravilo snov oz. kombinacija snovi v ustrezni farmacevtski obliki (FO), s katerimi 
lahko zdravimo ali preprečujemo bolezen pri ljudeh in živalih, medtem ko pri prehranskih 
dopolnilih gre za živila s koncentriranimi viri hranil ali drugih snovi s prehranskim ali 
fiziološkim učinkom in so namenjena dopolnitvi vnosa hranil pri običajni prehrani. [5, 6] 
Kljub temu pa imajo vitamini, ki so dobro topni v maščobah, potencialno tudi škodljive 
posledice na telo. Le-ti se ob prekomernem zaužitju ne izločijo z urinom kot vodotopni 
vitamini, ampak se kopičijo v jetrih in maščobnih celicah in ostajajo v telesu dlje časa 
(recimo A in D). Torej prekomeren vnos vitaminov lahko vodi do hipervitaminoze. [4]  
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1.1 HIDROFILNI VITAMINI 
Med vodotopne vitamine (WSV) prištevamo askorbinsko kislino (C) in vitamine B 
kompleksa – tiamin (B1), riboflavin (B2), niacin (B3), pantotenska kislina (B5), piridoksin 
(B6), biotin (B7), folna kislina (B9) in cianokobalamin (B12). Le-ti so bistveni za 
normalno rast in razmnoževanje, zdravo kožo, lase in nohte, presnovo makrohranil 
(ogljikovih hidratov, maščob in beljakovin), celjenje ran in normalno delovanje mišic, 
živčnega sistema ter možganov. Hidrofilni vitamini, ki so v presežku, se ne skladiščijo v 
organizmu, ampak se skoraj v celoti izločijo iz telesa z urinom preko ledvic. Človeško telo 
jih ne more samo sintetizirati (razen B3), zato je potrebno redno uživanje hrane in 
pripravkov, bogatih z vitamini B kompleksa. [3] 
V preglednici I so prikazani priporočeni dnevni vnosi (RDA) posameznih WSV, bolezni, 
ki nastanejo zaradi dolgotrajnega pomanjkanja posameznega vitamina in z njimi bogata 
živila. 
Preglednica I: Pregled hidrofilnih vitaminov (WSV) in njihove lastnosti. [7,8,9] 










obolenja kože in sluznice 
jajca, meso, ribe, mlečni izdelki, 
zelenjava 
B3 13–20 pelagra ribe, meso, jajca in mlečni izdelki 
B5 5–10 ni znanih hujših zapletov 





kožne spremembe  
jetra, meso, ribe, oreščki, čičerika, 
koruza, banana 
B7 (30–60)a kožne spremembe, izpadanje las 
jetra, soja, jajca, oreščki, ovseni kosmiči, 
špinača, gobe 
B9 0,4 (0,8)* anemija 
listnata zelenjava, paradižnik, kumare, 
zelje, špinača, krompir, soja, pomaranče, 









živila rastlinskega izvora - sadje (zlasti 
agrumi, jagodičevje) in zelenjava 
a RDA za vit. B7 in B12 sta zaradi zelo nizkih vrednosti prikazana v enotah μg. 
* nosečnice/doječe matere 
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Tiamin (B1) 
B1 je vodotopen vitamin, ki ima zelo pomembno vlogo za normalno celično delovanje, za 
rast in razvoj organizma, saj prispeva k optimalni presnovi makrohranil, hkrati pa tudi 
preprečuje oksidativni celični stres in vpliva na normalno delovanje živčnega sistema. [9,10] 
Do pomanjkanja B1 lahko pride pri kroničnem uživanju alkohola v obliki Wernickejeve 
encefalopatije (polinevritisa) in pri starejših osebah. V obeh primerih je zmanjšana 
absorpcija vitamina B1 – v prvem primeru jo zmanjšuje etanol, v drugem primeru je pa 
fiziološko pogojena s starostjo. [11] Pomanjkanje B1 lahko privede do bolezni beriberi in 
posledično do težav z živčnim in krvno-žilnim sistemom, prav tako pa lahko povzroča 
glavobole, izgubo mase, zmedenost, razdražljivost, zmanjšane reflekse in mišične krče. [8,9] 
Riboflavin (B2) 
B2 je v organizmu večinoma vezan v koencima flavin adenin-dinukleotid (FAD) ali flavin-
mononukleotid (FMN), v manjši meri pa je prisoten kot prosti riboflavin. Fosforiliran B2 
ima boljšo topnost v vodi kot prosti B2. [11] B2 v telesu sodeluje kot kofaktor pri mnogih 
encimih, ki katalizirajo redoks reakcije, med drugim deluje tudi kot koencim pri reakcijah 
celičnega dihanja, presnovi vitamina B6 in tako vpliva na rast in razmnoževanje. Prav tako 
prispeva k dobremu delovanju živčnega sistema, vida, kože in sluznic, zmanjšanju 
utrujenosti in normalni tvorbi rdečih krvničk ter varuje celice pred oksidativnim stresom. 
Ob daljšem pomanjkanju B2 lahko pride do okvare epitelijev (vnetja na ustnicah in jeziku, 
spremembe na koži), vnetja grla, anemije, pri otrocih pa lahko zavira rast. [8,9,12,13,14] 
Niacin in nikotinamid (B3) 
B3 se nahaja v dveh vodotopnih oblikah (nikotinamid in nikotinska kislina), ki se v 
organizmu pretvarjata ena v drugo. V telesu se B3 lahko veže v koencima NAD 
(nikotinamid adenin dinukleotid) in NADP (NAD fosfat), ki sodelujeta pri številnih 
biokemijskih reakcijah v telesu. [9,10,11] V primerjavi z ostalimi vodotopnimi vitamini je B3 
edinstven v tem, da ga organizem lahko sintetizira tudi sam, in sicer iz esencialne 
aminokisline triptofan, zato je ta sintezna pot pomembnejša od prehranskega vnosa. 
Triptofan, ki se v telesu ne porabi za izgradnjo beljakovin, se porablja za sintezo 
nikotinamida. Najpogostejša bolezen, ki se pojavlja zaradi pomanjkanja B3 je pelagra, ki 
se kaže kot dermatitis. Koža postane rdeča in otečena z mehurčki, podobno kot pri močnih 
opeklinah. Sočasno se lahko pojavijo tudi demenca, zmedenost in driska. [8,11,14] 
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Pantotenska kislina (B5) 
B5 se lahko nahaja v obliki kisline (pantotenska kislina) ali njene soli (pantotenat), ki je 
bolj stabilen od pantotenske kisline. [15]  
 
Slika 1: Struktura komponent koencima A (prirejeno po  [10]). 
B5 je sestavni del koencima A (slika 1), ki je vključen v številne encimske reakcije in je 
ključnega pomena za normalna presnova makrohranil. Obenem pa sodeluje pri sintezah 
različnih življenjsko pomembnih spojin kot so živčni prenašalci, steroidni hormoni, 
fosfolipidi, aminokisline in hemoglobin. Na ta način pomembno prispeva k zmanjšanju 
utrujenosti, pomaga pri celjenju ran, spodbuja rast in obnovo tkiv in celice kože ter 
las. [8,14] B5 najdemo praktično v vseh živilih, zato je pomanjkanje zelo redko, kaže se pa v 
obliki srbečih vnetij, degenerativnih spremembah na koži, utrujenosti, slabosti, bruhanja in 
glavobolov. [8]  
Piridoksin (B6) 
B6 se pojavlja v treh oblikah, in sicer kot piridoksal, piridoksamin in piridoksin, ki je 
najpogostejši izmed vseh treh. Vse tri znane oblike se lahko pretvorijo v koencime 
piridoksal fosfat (PLP), piridoksamin fosfat (PMP) in piridoksin fosfat (PNP), ki 
sodelujejo pri presnovi makrohranil, maščobnih kislin in aminokislin (posebej triptofana in 
cisteina), sintezi živčnih prenašalcev in hemoglobina ter nastajanju rdečih krvničk. B6 
ugodno vpliva na motnje v centralnem živčevju in mišičju. [8,10] Pomanjkanje B6 je redko, 
običajno se pojavlja sočasno s primanjkljajem drugih vitaminov B kompleksa. Povečane 
potrebe po vnosu B6 opazimo med jemanjem kontracepcijskih tablet, pred menstruacijo, 
med nosečnostjo, pri povišanem krvnem sladkorju in pri kadilcih. Hudo pomanjkanje B6 
se pokaže v obliki dermatitisa, anemije, živčnih motenj (nespečnost, nervoznost) in 
depresije. [8,14]  
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Biotin (B7) 
B7 je kot koencim vključen v pomembne metabolične poti, kot so glukoneogeneza, 
presnova ogljikovih hidratov, razgradnja aminokislin in nastanek maščobnih kislin. [11] V 
živilih se nahaja v prosti obliki ali vezan na beljakovine. Z uravnoteženo prehrano lahko 
zaužijemo zadostno količino B7. Potrebe po njem se bistveno povečajo, kadar uživamo 
snovi, ki vežejo B7 (recimo avidin iz jajčnega beljaka), pri sladkorni bolezni, epilepsiji in 
multipli sklerozi. Tipični simptomi pomanjkanja so utrujenost, slabost, depresija, 
anoreksija, bolečina v mišicah, nevrološke težave, suha koža, izpadanje las in krhki 
nohti. [8,9] 
Folna kislina in tetrahidrofolna kislina (B9) 
Folat je splošni izraz za folno kislino in njene derivate s podobno aktivnostjo (slika 2). Le-
ti spadajo v skupino poliglutamatov, ki se med sabo razlikujejo po oksidacijskem stanju in 
vezanih substituentih na pteridinskem obroču. [16,17,18]  
 
Slika 2: Struktura B9 v obliki folne kisline in ostalih folatov v naravi (prirejeno po  [19]). 
Za poimenovanje oksidirane sintetične oblike B9 se uporablja izraz folna kislina, ki je 
najpogosteje prisotna v prehranskih dopolnilih in obogatenih živilih. Biološko aktivne 
oblike folatov v telesu so reducirani presnovki folne kisline – to so tetrahidrofolne kisline, 
ki se v jetrih s pomočjo encima dihidrofolat reduktaza pretvorijo iz dihidrofolnih kislin v 
5-metil tetrahidrofolne kisline (THFK), ki so aktivne oblike folatov v telesu in kot 
kofaktorji sodelujejo pri mnogih reakcijah (sinteza aminokislin in nukleinskih kislin).  
Prednost THFK je ta, da je zaradi svoje aktivne oblike bolj učinkovita in varna, zato se 
zadnje čase pogosteje uporablja v živilih. [17,18,20] Folati so ključnega pomena za rast in 
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obnovo celic med nosečnostjo, normalno delovanje imunskega sistema, poleg tega pa 
sodelujejo kot kofaktor pri sintezi, popravljanju in metilaciji DNK. [9] 
Uživanje B9 je še posebej priporočljivo za nosečnice, saj le-ta vpliva na razvoj zarodka. V 
primeru nezadostnega vnosa ali pomanjkljive absorpcije B9 v času nosečnosti lahko pride 
do nepravilnega zapiranja nevralne cevi zarodka in posledično do okvar v hrbtenici (spina 
bifida) in možganih. Dokazano je tudi, da pomanjkanje B9 vodi do megaloblastne anemije, 
ki je posledica napake v sintezi DNK v eritrocitih. [8, 9,10,14,21] 
Cianokobalamin (B12) 
B12 se lahko nahaja v različnih naravnih oblikah, kot so hidroksikobalamin, 
metilkobalamin ali adenozilkobalamin. Najpogostejša in najstabilnejša aktivna oblika B12 
je cianokobalamin, ki ga za razliko od ostalih vitaminov B kompleksa v naravi sintetizirajo 
izključno določene bakterije. Kot kofaktor sodeluje predvsem pri presnovi maščobnih 
kislin in aminokislin v vseh celicah organizma ter pri sintezi živčnih prenašalcev. Potreben 
je za normalno delovanje možganov in živčevja ter za pravilno dozorevanje eritrocitov. Do 
pomanjkanja pride najpogosteje pri vegetarijancih in veganih, ki ne zaužijejo dovolj hranil 
živalskega izvora, saj se najizdatnejše količine B12 nahajajo v živilih živalskega izvora in 
pri starejši populaciji z kroničnim vnetjem želodčne sluznice (atrofičnim gastritisom), kjer 
pride do motene absorpcije B12. Simptomi pomanjkanja B12 so utrujenost, izguba apetita, 
nevrološke težave (izguba spomina), dolgotrajno pomanjkanje B12 pa vodi do 
megaloblastne anemije in okvare živčnega sistema. [8,9] 
Askorbinska kislina (C) 
Vitamin C, znan tudi kot L-askorbinska kislina (L-AK), sodeluje kot kofaktor pri številnih 
encimskih reakcijah ali kot antioksidant ščiti organizem pred reaktivnimi kisikovimi 
spojinami (radikali, peroksidi) in zavira nekontrolirane oksidativne procese, ki povzročajo 
poškodbe celic, staranje organizma, rakasta obolenja, nevrodegenerativne bolezni, 
aterosklerozo, bolezni srca in ožilja ter oslabijo imunski sistem. Med drugim sodeluje tudi 
pri tvorbi kolagena in hemoglobina ter pri dozorevanju eritrocitov. [22]  
Pomanjkanje vitamina C nastane večinoma zaradi nepravilne prehrane, zlasti pri otrocih, 
kadilcih in alkoholikih ter povzroči bolezen skorbut, za katero so značilne podkožne in 
podsluznične krvavitve zaradi večje prepustnosti kapilarnih sten (recimo krvaveče dlesni), 
izguba apetita, vnetje sklepov, počasno celjenje ran in utrujenost. [8,9,11,23] 
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Strukture posameznih WSV so zbrane v preglednici II.  
Preglednica II: Strukture hidrofilnih vitaminov (WSV). 
WSV Struktura vitamina 








B1 v obliki: 
a) tiamina, 
b) njegovih derivatov 
(tiaminijev monofosfat, 






















B3 v obliki: 














B6 v obliki: 
a) piridoksina,  
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WSV so precej nestabilni. Na njihovo stabilnost vplivajo različni dejavniki, kot so 
svetloba, vlaga, kisik, visoka T in ekstremi pH. Literaturni podatki o njihovi stabilnosti so 
zbrani v preglednici III. 
Preglednica III: Občutljivost WSV na različne dejavnike. [8,9,10,24,25,26] 
WSV Svetloba Vlaga Kisik Toplota pH (kislina-baza) 
B1 + + + + 0 ++ 
B2 + 0 0 0 0 + 
B3 0 0 0 0 0 0 
B5 0 + 0 + + + 
B6 + 0 0 ++ + + 
B7 0 0 0 0 + + 
B9 ++ 0 0 ++ + + 
B12 + + 0 0 + + 
C 0 + ++ + + + 
0 neobčutljiv/stabilen, + delno občutljiv, ++ zelo občutljiv/nestabilen 
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1.2 LIPOFILNI VITAMINI 
Med lipofilne vitamine prištevamo vit. A, D, E in K, ki so povezani s številnimi biološkimi 
procesi, kot so vid (A), zdrave kosti, zdravi zobje ter absorpcija in uravnavanje 
koncentracije Ca2+ v krvi (D), antioksidativno delovanje (E) in strjevanje krvi (K). [27]  
V primerjavi s hidrofilnimi vitamini, se le-ti zadržujejo v maščobnem tkivu, zato se tudi 
manj učinkovito izločajo iz telesa (predvsem A in D). Posledično lahko ob prekomernem 
vnosu pride do kopičenja lipofilnih vitaminov v telesu, kar vodi do hipervitaminoze. [4,28]  
V preglednici IV so zbrani priporočeni dnevni vnosi (RDA), bolezni in živila, bogata z 
lipofilnimi vitamini (FSV). 
Preglednica IV: Pregled lipofilnih vitaminov (FSV) in njihove lastnosti.  [7,8,9] 






Retinoidi: jetra, jajčni rumenjak, maslo, mleko, sir 
Karotenoidi: meso, sadje (melona, mango), listnata 
zelenjava, korenje 
D 20b, c 
rahitis, mehčanje 
kosti, osteoporoza 






rastlinska olja (mandljevo in sončnično olje), listnata 




krvavitve, motnje pri 
strjevanju krvi 
mlečni izdelki, meso, jetra, jajca, zelena zelenjava. 
a 1 mg retinola = 1,15 mg trans-A-ac. = 1,83 mg trans-A-palm.; 1 IE = 0,3 μg retinola 
b RDA za vit. D in K sta zaradi zelo nizkih vrednosti prikazana v enotah μg. 
c 1 μg D = 40 IE; 1 IE = 0,025 μg 
d 1 mg D-α-tokoferola = 1,1 mg E-ac. = 1,49 IE 
* nosečnice/doječe matere 
Vitamin A 
V telesu so aktivne tri različne oblike vitamina A, ki spadajo v skupino retinoidov: retinal 
(aldehid), retinol (alkohol) in retinojska kislina (kislina). Vsaka oblika ima svoje vloge, ki 
vključujejo rast in regeneracijo tkiv, diferenciacijo celic in vid. [11,29,30] Retinoidi so najbolj 
stabilni v trans konfiguraciji, vendar se zaradi dvojnih vezi lahko pojavljajo v različnih 
geometrijskih izomerih (cis-trans izomeri). V naravi poleg retinoidov najdemo še 
karotenoide, ki so prekurzorji lipidotopnega vit. A. Le-ti so na zraku dokaj nestabilni in 
hitro avtooksidirajo. [30] Prav tako se pretvorijo ob prisotnosti svetlobe, toplote in 
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kisline. [31] Daleč najpomembnejši vir je β-karoten (provitamin A), ki ga v celicah črevesne 
sluznice encim β-karoten dioksigenaza cepi na dve molekuli retinala. Del retinala se 
ireverzibilno oksidira v retinojsko kislino, drugi del pa se reverzibilno pretvarja v retinol 


































Slika 3: Pretvorbe retinoidov. [28] 
Vit. A je v pripravkih običajno prisoten v obliki acetatnega ali palmitatnega estra, ki sta 
bolj stabilna kot prosta oblika (retinol). [10,23] Do pomanjkanja pride zaradi neustrezne 
prehrane ali bolezni motene absorpcije (malabsorpcija), ki je najpogosteje posledica 
premajhnih količin maščob v prehrani. Znaki pomanjkanja so nočna slepota, počasnejša 
rast, suha koža, razdražljivost, omotičnost in oslabljen imunski sistem. [9] 
Vitamin D 
Vit. D (kalciferol) se nahaja v dveh oblikah, in sicer kot ergokalciferol (D2) in 
holekalciferol (D3). Telo ga v zadostnih količinah sintetizira iz njegovega provitamina (7-
dehidroholesterol), ki se nahaja v koži, pod vplivom UVB-žarkov sončne svetlobe. [32,33] 
D2 je rastlinskega izvora, ki nastaja v glivah in kvasovkah pod vplivom UV žarkov. D3 pa 
se nahaja v živilih živalskega izvora, vendar je njegov vnos precej nižji od količine D3, ki 
nastane v koži, izpostavljeni sončni svetlobi. [9,32,33,34]  
Vit. D sodeluje pri vzdrževanju konstantne koncentracije Ca2+ v krvi, vpliva na zdravje 
kosti, mišice, imunski sistem, zdravje srca in ožilja. Vit. D pomaga tudi pri regulaciji 
encimov v možganih in cerebrospinalni tekočini, ki sodelujejo pri sintezi živčnih 
prenašalcev in stimulaciji rasti živčevja. Posledica pomanjkanja vit. D je znižana 
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koncentracija kalcija v krvi, kar lahko vodi do rahitisa, osteoporoze, deformacije kosti, 
mišične oslabelosti, sladkorne bolezni tipa 2, prav tako pa je pomanjkanje vit. D lahko 
povezano tudi s številnimi oblikami rakavih obolenj in nevrodegenerativnimi bolezni 
(demenca, Alzheimerjeva in Parkinsonova bolezen). [11,29,35] Po drugi strani pa ob daljšem 
prekomernem vnosu vit. D lahko pride do povečane absorpcije kalcija in posledično do 
hiperkalciemije, kar vodi do mišične oslabelosti, motnje zavesti, gastrointestinalnih težav 
in motenj srčnega ritma. [9]  
Vitamin E 
Vit. E je skupno ime za dve večji veji spojin – tokoferoli (d-α-, d-β-, d-γ-, d-δ-) in 
tokotrienoli (d-α-, d-β-, d-γ-, d-δ-). Omenjene oblike tokoferola so zelo dobri antioksidanti, 
saj fenolna skupina prispeva vodik radikalu in s tem prekine verižno reakcijo lipidne 
peroksidacije, nastali stabilen fenilni radikal pa se razgradi ali obnovi. Tokoferoli imajo tri 
kiralne C-atome, zato je možnih osem različnih optičnih izomerov. Največjo biološko 
aktivnost ima RRR-α-tokoferol. [9,29] Osnovna vloga tokoferola je njegovo antioksidativno 
delovanje, s čimer ščiti celice pred oksidativnim stresom. Pripravki pogosto vsebujejo 
tokoferol v obliki estrov, vključno z α-tokoferil acetatom, saj so bolj stabilni in imajo 
daljšo življenjsko dobo. [23] Estrske oblike sicer ne delujejo kot antioksidanti, vendar se v 
črevesju hitro hidrolizirajo in se absorbirajo kot α-tokoferol. [10,30] 
Pomanjkanje vit. E je pri človeku redko, saj ga mešana prehrana vsebuje dovolj, kljub 
temu pa lahko do tega pride pri malabsorpciji maščob. E je zelo dobro topen v maščobah, 
zato se tudi njegova absorpcija poveča v prisotnosti maščob v obroku, kar lahko privede do 
oslabelosti mišic in pospešene presnove mišičnih beljakovin. Prav tako pa ob pomanjkanju 
lahko pride do kopičenja radikalov in posledično do peroksidacije lipidov, kar prizadene 
celične membrane, mišično presnovo in živčni sistem. [8,9,30]  
Vitamin K 
Vit. K se nahaja v treh poznanih oblika: filokinon (K1), katerega vir so rastline, menakinon 
(K2), ki ga sintetizirajo bakterije v črevesju in menadion (K3), ki je le sinteznega 
izvora. [8,9] K je nujno potreben za sintezo koagulacijskih faktorjev. Večino le-tega 
sintetizirajo bakterije v črevesju, od koder se absorbira, zato vnos s hrano ni nujen. Do 
hipovitaminoze pride ob pomanjkanju žolča v črevesju, pri čemer je motena absorpcija vit. 
K, pri prevelikem odmerjanju antikoagulantov, ki sodijo med antagoniste vit. K (kemijski 
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derivati 4-hidroksikumarina) ali pri dolgotrajnem zdravljenju z protimikrobnimi 
učinkovinami, kar lahko privede do kroničnih obolenj jeter, želodčne in črevesne bolezni 
in hudih motenj v absorpciji maščob. [9] 
V preglednici V so prikazane strukture zgoraj opisanih FSV. 
Preglednica V: Strukture lipofilnih vitaminov (FSV). 
FSV Struktura vitamina 
A v obliki: 
a) retinola, 
b) retinil acetata, 





        
D v obliki: 
a) D2 (ergokalciferol), 

















E v obliki: 
a) tokoferolov, 


























K v obliki: 
a) K1 (filokinon), 
b) K2 (menakinon), 
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V preglednici VI so predstavljeni literaturni podatki, kjer smo primerjali vpliv določenih 
dejavnikov na stabilnost FSV. To so precej nestabilne spojine, zaradi česar lahko začne 
njihova vsebnost v izdelku hitro upadati. 
Preglednica VI: Občutljivost FSV na različne dejavnike. [24,25,30,31] 
FSV Svetloba Vlaga Kisik Toplota pH (kislina-baza) 
A ++ 0 ++ + + 0 
D ++ 0 ++ + + 0 
E + 0 + + 0 + 
K ++ 0 0 0 ++ ++ 
0 neobčutljiv/stabilen, + delno občutljiv, ++ zelo občutljiv/nestabilen 
1.3 ANALITIKA VITAMINOV 
Dandanes obstaja vedno večja potreba po hitrejših in selektivnih metodah za določanje 
hidrofilnih in lipofilnih vitaminov iz različnih farmacevtskih oblik. Razvoj zanesljivih 
metod predstavlja velik izziv, saj se vitamini med sabo bistveno razlikujejo po kemijskih 
strukturah, topnosti, stabilnosti in priporočenih dnevnih odmerkih. 
Med vsemi analiznimi metodami je za ločevanje in kvantitativno vrednotenje WSV in FSV 
najbolj razširjena uporaba tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) z 
različnimi detekcijskimi tehnikami, in sicer reverzno-fazna (RP) kromatografija, ki je bolj 
robustna za rutinsko uporabo kot normalno-fazna (NP) kromatografija. Za sočasno 
ločevanje več različnih vitaminov je običajno potrebno gradientno izpiranje, saj s tem 
omogočimo hitrejšo in učinkovitejšo ločbo. [13,36] Tekočinska kromatografija ultra visoke 
ločljivosti (UHPLC) temelji na enaki selektivnosti kot HPLC, a zaradi še manjših delcev 
(< 2,5 μm) omogoča še boljšo ločljivost v krajšem času, zato je le-ta odlična tehnika za 
vrednotenje vitaminov. [37,38] V splošnem vitamini zelo dobro absorbirajo svetlobo v 
UV/VIS območju, zato se v večini primerov uporabljata UV/VIS detektor ali pa detektor z 
nizom diod (DAD), ki ima možnost detekcije pri večih λ hkrati, kar nam še posebej koristi 
pri kompleksnejših vzorcih, pri identifikaciji različnih komponent v vzorcu in določanju 
spektralne homogenosti oz. čistosti kromatografskega vrha. Redkeje se uporablja 
fluorescenčna detekcija (FLD), ki pa je veliko bolj občutljiva in selektivna kot UV 
detekcija. Uporablja se le v primerih, ko analiti fluorescirajo (B2, B6, A in E). [38,39,40] Vse 
bolj pomembna postaja tekočinska kromatografija sklopljena z masnim spektrometrom 
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(LC-MS), ki ima večjo občutljivost in specifičnost ter dovoljuje določitev vitaminov pri 
nižjih koncentracijah tudi v kompleksnih vzorcih. Še bolj učinkovita je tekočinska 
kromatografija sklopljena s tandemsko spektrometrijo (LC-MS/MS), saj je še bolj 
selektivna in občutljiva tehnika, ki omogoča analize še v krajšem času in ob manjši porabi 
topil. [23]  
Zelo pomembno vlogo ima tudi ustrezna izbira mobilne faze, saj le-ta potiska vzorec skozi 
kolono (stacionarno fazo). Za določanje WSV sta najbolj primerni RP-LC z nepolarno 
stacionarno fazo ali pa najnovejša različica NP-LC hidrofilnih interakcij oz. HILIC s 
polarno stacionarno fazo, mobilna faza pa je v obeh primerih sestavljena v večini iz 
polarnih topil. Obe kromatografski tehniki (NP in RP) se lahko prav tako uporabljata tudi 
za določanje FSV, kjer pa se za mobilno fazo uporabljajo pretežno nepolarna 
topila. [41,42,43] 
Pred kromatografsko analizo je potrebno vzorec predhodno pripraviti (npr. izbira 
ustreznega topila, stresanje, mešanje, soniciranje, centrifugiranje, filtriranje, saponifikacija 
z namenom hidrolize estrov maščobnih kislin in posledično lažje ekstrakcije retinoidov, 
tokoferolov, vit. D iz vzorca) ter izbrati tudi ustrezno vrsto ekstrakcije (ekstrakcija z 
uporabo ustreznih topil, ekstrakcija tekoče-tekoče (LLE), ekstrakcija na trdnem nosilcu 
(SPE), superkritična tekočinska ekstrakcija (SFE). Neposredna ekstrakcija z uporabo 
ustreznih topil je najprimernejša za enostavne vzorce (npr. tekoče FO). Še vedno pa je 
najpogosteje uporabljena LLE, kljub ogromni uporabi strupenih organskih topil in 
dolgotrajnih postopkov. Za doseganje višjega izkoristka se v nekaterih primerih ekstrakcija 
ponovi tudi dvakrat ali trikrat. [13] 
Najpogostejše topilo za ekstrakcije FSV je heksan, pogosto pa se uporabljajo tudi etanol, 
acetonitril (ACN), dietil eter, diklorometan, kloroform, aceton, metanol (MeOH), 
izopropanol ali tetrahidrofuran (THF). [29] Kot stabilizator je večkrat vključen tudi 
butilhidroksitoluen (BHT), da prepreči oksidacijo nekaterih vitaminov (A in E). Le-ta ni 
topen v vodnih topilih, zato se ga dodaja k organskim topilom. Za ekstrakcije WSV se 
uporabljajo topila na vodni osnovi ali razne mešanice le-teh, za boljšo stabilnost vit. C pa 
se običajno zraven dodajata še meta-fosforna kislina ali EDTA. [13]  
V preglednici VII je povzetih nekaj analiznih metod in priprav vzorcev iz literature za 
vrednotenje WSV in FSV v multivitaminskih izdelkih. Med pregledom literature nismo 
zasledili nobenih ekstrakcijskih postopkov za sočasno ekstrakcijo WSV in FSV.
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Preglednica VII: Nekaj primerov analiznih metod za vrednotenje vitaminov (WSV in FSV) v izdelkih. 
Vzorec Vitamini Analizna metoda Priprava vzorca 
tablete, mehke 
in trde kapsule, 
tekoče FO [23]  
FSV: A-ac., A-palm., β-karoten, E-ac. HPLC-DAD ekstrakcija s heksanom (3x) → vortex (1 min.), ultrazvok (5 min.), vortex (30 s) in 
centrifugiranje (15 min., 10000 rpm) → uparjanje supernatanta v vakuumu → raztapljanje 
ostanka z etanolom, ki vsebuje 0,3 mg/mL BHT → filtriranje skozi 0,45 μm membrano 
tablete [43] WSV: B1, B2, B3, B5, B6, B9, C 
FSV: A, E, K1 in β-karoten 
RP-LC-UV LLE z 2% meta-fosforno kislino (za WSV) ali z ACN/MeOH/heksan (90:8:2) z dodatkom 
0,1% ocetne kisline (za FSV) → ultrazvok (5 min.) → filtriranje ekstraktov skozi 0,2 μm 
membrano 
kapsule [44] FSV: vse trans retinojske kisline, E-ac., 
A-palm., β-karoten 
RP-HPLC-FLD ekstrakcija z ACN:etanol:1% etanojska kislina (70:20:10, v/v/v) (1. metoda) ali ekstrakcija z 
etanolom (2. metoda) → ultrazvok (5 min.) → centrifugiranje 
multivitaminske 
tablete [40] 
WSV: B1, B2, B3, B9, B12, C 
FSV: A-ac., D3, E 
RP-HPLC-DAD 
RP-HPLC-FLD 
zdrobljene tbl: LLE z 0,01% trifluorocetna kislina:MeOH (80:20, v/v) → mešanje (15 min.) 
→ centrifugiranje (15 min., 5000 rpm) → filtriranje supernatanta skozi 0,45 μm membrano 
→ sprememba MF in gradienta za ločevanje FSV in WSV 
tablete [45] WSV: B1, B2, B3, B5, B6, B9, B12, C 
FSV: A, A-ac., D3, E-ac., K1, β- 
karoten 
RP-HPLC-UV predhodno zdrobljene tbl → ekstrakcija z MQ (za WSV) oziroma MeOH:diklorometan (1:1, 




FSV: A-palm., D3, E-ac., K1, β-karoten RP-HPLC-UV tekoče FO: raztapljanje z 0,01 % (m/v) BHT v ACN:THF:MQ (50:45:5, v/v/v) 
zdrobljene tbl: raztapljanje v 0,1% H3PO4 → vortex (10 min.) → dodatek 0,05% BHT v n-
heksanu → ultrazvok (10 min.), vortex (2 min.), centrifugiranje (10 min., 5000 rpm) * 
razrezane kps: dodatek 0,05% BHT v n-heksanu:THF (95:5, v/v) → ultrazvok (10 min.), 
stresanje (30 min.), centrifugiranje (10 min., 5000 rpm) * 
* sušenje supernatanta pod N2 pri 40°C → raztapljanje suhega ostanka z 0,01% (m/v) BHT 
v ACN:THF:MQ (50:45:5, v/v/v) 
RP-HPLC – reverzno-fazna tekočinska kromatografija visoke ločljivosti; UV – UV detektor; DAD – detektor z nizom diod; FLD – fluorescenčni detektor; LLE – ekstrakcija tekoče-tekoče; 
ACN – acetonitril; BHT –butilhidroksitoluen; MeOH – metanol; MF – mobilna faza; THF – tetrahidrofuran; FSV – lipofilni vit.; WSV – hidrofilni vit. 
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2 NAMEN DELA 
V multivitaminskih izdelkih so prisotni vitamini obeh skupin, medtem ko so v strokovni 
literaturi objavljeni ekstrakcijski postopki le za posamezno skupino vitaminov, kar pa 
podaljša postopek priprave vzorca, pri tem pa se tudi porabi precej reagentov in vzorca za 
analizo. Z namenom skrajšanja časa in poenostavitve ekstrakcijskega postopka bomo v 
okviru magistrske naloge razvijali ekstrakcijo tekoče-tekoče (LLE) za sočasno ločevanje 
hidrofilnih in lipofilnih vitaminov iz različnih multivitaminskih izdelkov, sledilo pa bo 
ovrednotenje ekstraktov glede na skupino vitaminov s pomočjo tekočinske kromatografije 
visoke ločljivosti.  
Za namene vrednotenja vitaminov bomo najprej validirali dve predhodno razviti 
kromatografski metodi (UHPLC in HPLC) v skladu s smernicami ICH. Z metodo UHPLC 
bomo ovrednotili hidrofilne (B1, B2, B3, B5, B6, B7, B9, B12, C, THFK) in z metodo 
HPLC lipofilne vitamine (A-acetat, A-palmitat, D3, K1, E-acetat).  
V nadaljevanju bomo razvijali ekstrakcijske postopke na osnovi LLE za sočasno ločevanje 
hidrofilnih in lipofilnih vitaminov iz multivitaminskih izdelkov v različnih farmacevtskih 
oblikah. Zaradi razlik v sestavi izdelkov bomo razvili in optimizirali tri ločene 
ekstrakcijske postopke, in sicer za sirupe, kapsule in tablete. Med optimizacijo bomo 
preverili različne ekstrakcijske parametre, kot so vpliv različnih organskih in polarnih 
ekstrakcijskih topil, različna razmerja in vrstni red uporabe topil, različne čase stresanja, 
ročnega mešanja ali soniciranja, različne volumne vzorca za sušenje in topila za 
raztapljanje suhega ostanka ter vpliv centrifugiranja ali filtriranja na vzorce.  
Uspešnost končnih postopkov priprave vzorca bomo ovrednotili na osnovi ponovljivosti in 
izkoristkov ekstrakcije. S pomočjo analiznih metod in razvitih postopkov ekstrakcije bomo 
nato določili vsebnosti vitaminov v izbranih izdelkih ter jih primerjali z navedenimi 
vsebnosti in ugotavljali skladnost z USP priporočili za prehranska dopolnila.  
Razvite ekstrakcijske postopke bomo v zaključku primerjali s predhodno razvitimi 
postopki avtorja Grobin [47] za hidrofilne in avtorice Srečnik [28] za lipofilne vitamine na 
izbranih multivitaminskih izdelkih za vse tri FO. 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Reagenti in topila 
 acetonitril (ACN), C2H3N, M = 41,05 g/mol, HPLC čistosti, ≥ 99,9% (Sigma-
Aldrich in Honeywell, Riedel-de Haën™, Nemčija); 
 butilhidroksitoluen (BHT), C15H24O, M = 220,35 g/mol, ≥ 99% (Sigma-Aldrich, 
Nemčija); 
 demineralizirana voda, Fakulteta za farmacijo; 
 etanol, C2H5OH, M = 46,07 g/mol, ≥ 99,8% (Honeywell,Riedel-de Haën™, 
Nemčija); 
 etilendiamintetraocetna kislina (EDTA), C10H14N2Na2O8×2H2O, M = 372,24 g/mol, 
≥ 99,9% (Merck, Nemčija); 
 klorovodikova kislina, HCl, M = 36,46 g/mol, Titrisol® za pripravo 1 M raztopine 
(Merck, Nemčija); 
 metanol (MeOH), CH3OH, M = 32,04 g/mol, HPLC čistost, ≥ 99,9% (Honeywell, 
Riedel-de Haën™, Nemčija); 
 milliQ voda, fakulteta za farmacijo; 
 natrijev dihidrogenfosfat monohidrat, NaH2PO4×H2O, M = 137,99 g/mol (Merck, 
Nemčija); 
 natrijev hidroksid, NaOH, M  =  40,00  g/mol, Titrisol® za  pripravo 1 M  raztopine 
(Merck, Nemčija); 
 n-heksan, C6H14, M = 86,18 g/mol, HPLC čistost, ≥ 97,0% (Honeywell, Riedel-de 
Haën™, Nemčija); 
 pufrne raztopine: pH = 2, pH = 4 in pH = 7 (Merck, Nemčija); 
 tetrahidrofuran (THF), C4H8O, M = 72,11 g/mol, HPLC čistost, ≥ 99,9% 
(Honeywell, Riedel-de Haën™, Nemčija);  
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3.1.2 Naprave in pribor 
 analitski sistem HPLC, Agilent 1100-1200 series HPLC (Agilent Technologies, 
ZDA), ki je sestavljen iz kvarterne črpalke, avtomatskega vzorčevalnika, termostata 
za kolono in variabilnega UV-VIS detektorja 
Koloni: Luna C18, 150×4,6 mm, 3 μm (Phenomenex, ZDA) in Luna C18, 
150×4,6mm, 5 μm (Phenomenex, ZDA) 
Predkolona: Luna C18 4×3,0 mm (Phenomenex, ZDA) 
Programska oprema: ChemStation 
 analitski sistem UHPLC, 1290 Infinity (Agilent Technologies, ZDA) vsebuje 
binarno črpalko, avtomatski vzorčevalnik, termostat in DAD detektor 
Kolona: X-Select® CSH™ C18 150×4,6 mm, 3,5 μm (Waters, ZDA) 
Predkolona: Luna C18 4×3,0 mm (Phenomenex, ZDA) 
Programska oprema: EZChrom A.04.05. 
 analitska tehtnica Excellence Plus (Mettler Toledo, Švica); 
 avtomatske pipete: 20-200 μL in 100-1000 μL (Eppendorf, Nemčija); 
 centrifugi Centric 400R (Tehtnica, Slovenija) in Centrifuge 5415R (Eppendorf, 
Nemčija); 
 filtri za pripravo MF: z velikostjo por 0,20 μm (Sartorius, Nemčija) 
 filtri za pripravo VZ: Minisart® RC z velikostjo por 0,20 μm in 0,45 μm (Sartorius, 
Nemčija) 
 hladilnik (Gorenje, Slovenija); 
 magnetno mešalo (Hanna instruments, VB); 
 pH meter SevenCompactTM pH/Ion (Mettler Toledo, Švica); 
 sistema za pripravo MilliQ vode A10 Advantage in demineralizirane vode Millipore 
Elix 35 (Millipore Corporation, ZDA); 
 spatule, centrifugirke, zamaški za viale, pincete, skalpel, škarje, terilnica s pestilom;  
 steklovina: čaše, erlenmajerice, lij ločnik, merilne bučke in valji, merilne in polnilne 
pipete, viale, čolnički za tehtanje; 
 stresalnika Vibromix 10 in Vibromix 403 EVT (Tehtnica, Slovenija); 
 sušilnik TurboVap® LV (Caliper Life Sciences, ZDA); 
 ultrazvočni kadički: Sonis 4 (Iskra, Slovenija) in Bandelin Sonorex™ (Bandelin 
electronic, Nemčija). 
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3.1.3 Standardi 
Hidrofilni vitamini (WSV) 
 askorbinska kislina (C), C6H8O6, M = 176,12 g/mol, ≥ 99,0% (Sigma-Aldrich, 
Nemčija) 
 tiaminijev klorid (B1), C12H18Cl2N4OS, M = 337,27 g/mol, ≥ 99,0% (Sigma-
Aldrich, Nemčija) 
 riboflavin (B2), C17H20N4O6, M = 376,36 g/mol, ≥ 98% (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 nikotinamid (B3), C6H6N2O, M = 122,12 g/mol, ≥ 99,0% (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 kalcijev D-pantotenat (B5), C18H32CaN2O10, M = 476.53 g/mol, ≥ 98,0% (Sigma-
Aldrich, Nemčija) 
 piridoksinijev klorid (B6), C8H12ClNO3, M = 205.64 g/mol, ≥ 99,0% (Sigma-
Aldrich, Nemčija) 
 biotin (B7), C10H16N2O3S, M = 244,31 g/mol, ≥ 99,0% (Carbosynth, VB) 
 folna kislina (B9), C19H19N7O6, M = 441,40 g/mol, ≥ 97,0% (Carbosynth, VB) 
 N-metil tetrahidrofolna kislina, C20H25N7O6, M = 459.46 g/mol, ≥ 98,0% 
(Carbosynth, VB) 
 cianokobalamin (B12), C63H88CoN14O14P, M = 1355,37 g/mol, ≥ 99,0% (Sigma-
Aldrich, Nemčija) 
Lipofilni vitamini (FSV) 
 A-acetat (retinil acetat), C22H32O2, M = 328,50 g/mol, vsebnost ≥ 2,845,000 IU/g 
(Carbosynth, VB) 
 A-palmitat (retinil palmitat), C36H60O2, M = 524,86 g/mol, vsebnost ≥ 1,700,000 USP 
enot na g (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 D3 (holekalciferol), C27H44O, M = 384,64 g/mol, ≥ 98% (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 E-acetat (DL-α-tokoferil acetat), C31H52O3, M = 472,76 g/mol, ≥ 99,0% (Carbosynth, 
VB)  
 K1, C31H46O2, M = 450,70 g/mol, ≥ 99,0% (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
3.1.4 Izdelki s hidrofilnimi in lipofilnimi vitamini 
Za testiranje smo izbrali različne multivitaminske izdelke. Le-ti so namenjeni določeni 
skupini ljudi, zato imajo tudi prilagojeno sestavo, odmerke in FO. Vsi podatki o testiranih 
izdelkih v okviru magistrskega dela so zbrani v preglednici VIII.  
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Preglednica VIII: Podatki o testiranih izdelkih. 
Ime izdelka in proizvajalec 
Farmacevtska 
oblika (FO) Navedena vsebnost vitaminov 







2 žlički = 10 ml:  
400 μg A (retinol), 
0,5 mg B1 (tiamin), 
0,6 mg B2 (riboflavin), 
6,4 mg B3 (nikotinamid),  
2,4 mg B5 (pantotenska kislina), 
0,7 mg B6 (piridoksinijev klorid), 
0,66 μg B12 (cianokobalamin), 
21,6 mg C (L-AK), 








1,4 mg B1 (tiaminijev klorid), 
1,4 mg B2 (riboflavin), 
18 mg B3 (niacin), 
6 mg B5 (Ca pantotenat), 
1,9 mg B6 (piridoksinijev klorid), 
30 μg B7 (biotin), 
400 μg B9 (200 μg folne kisline in 
371 μg (5-metiltetrahidrofolni 
glukozaminat), 
2,6 μg B12 (cianokobalamin), 
55 mg C (L-AK), 
5 μg D3 (holekalciferol), 













800 μg A (retinol), 
1,1 mg B1 (tiaminijev mononitrat), 
1,4 mg B2 (riboflavin), 
16,0 mg B3 (nikotinamid), 
6,0 mg B5 (Ca pantotenat), 
1,4 mg B6 (piridoksinijev klorid), 
50 μg B7 (biotin), 
200 μg B9 (folna kislina), 
2,5 μg B12 (cianokobalamin), 
80,0 mg C (L-AK), 
5 μg D3 (holekalciferol), 
12 mg E (α-tokoferilacetat), 
25 μg K (fitomenadion). 
RU: 11.2020 
Serija: N0Z694 
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3.2 INSTRUMENTALNE ANALIZNE METODE 
Za analizo vzorcev smo uporabili dve predhodno razviti in optimizirani reverznofazni (RP) 
analizni metodi s pomočjo dveh instrumentov, in sicer sistem HPLC z UV/VIS 
detektorjem (Agilent 1100/1200 series) za FSV in sistem UHPLC z DAD detektorjem 
(1290 Infinity) za WSV. 
Kromatografski pogoji 
a) Za določitev FSV (HPLC): 
Kolona: Luna C18 150×4,6 mm, 3 μm in Luna C18, 150×4,6 mm, 5 μm 
Predkolona: Luna C18 4×3,0 mm 
Gradientni program mobilne faze: A – MQ, C – ACN in D – ACN:THF = 50:50 (v/v) 
Čas [min] A [%] C [%] D [%] 
0 10 5 85 
4 5 5 90 
10 5 5 90 
10,1 10 5 85 
13 10 5 85 
Temperatura kolone: 40°C 
Pretok mobilne faze: 1 mL/min 
Čas analize: 13 min. 
Temperatura avtomatskega vzorčevalnika: 25°C 
Valovna dolžina detekcije (λ) in retencijski časi: Vse analite smo detektirali pri enaki λ 
– 270 nm (preglednica IX). 
Volumen injiciranja: od 10 μL do 40 μL (odvisno od vzorca) 
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b) Za določitev WSV (UHPLC): 
Kolona: X-Select® CSH™ C18 150×4,6 mm, 3,5 μm 
Predkolona: Luna C18 4×3,0 mm 
Gradientni program mobilne faze: A – 25 mM NaH2PO4 × H2O, B – MeOH 
Čas [min] A [%] B [%] 
0 99 1 
2 99 1 
6 80 20 
10 65 35 
12 65 35 
12,1 99 1 
15 99 1 
Temperatura kolone: 40°C 
Pretok mobilne faze: 1 mL/min 
Čas analize: 15 min. 
Temperatura avtomatskega vzorčevalnika: 25°C 
Valovna dolžina detekcije (λ) in retencijski časi: Vsak analit ima maksimum absorpcije 
pri drugačni λ, zato smo posneli kromatograme in jih detektirali pri različnih λ, ki so 
prikazane v preglednici IX. [46] 
Volumen injiciranja: od 2 μL do 20 μL (odvisno od vzorca) 
Preglednica IX: Izbrane valovne dolžine (λ) detekcije in retencijski časi (Rt) posameznih 
vitaminov.  
Analit (WSV) λ [nm] Rt [min] 
B1 245 3,1 
B2 445 11,4 
B3 287 5,5 
B5 210 7,3 
B6 287 4,4 
B7 210 10,5 
B9 287 9,1 
B12 362 9,7 
C 287 2,0 
THFK 287 8,5 
   
Analit (FSV) λ [nm] Rt [min] 
A-ac. 270 2,8 
A-palm. 270 7,2 
D3 270 3,9 
E-ac. 270 5,0 
K1 270 5,5 
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3.3 PRIPRAVA VZORCEV  
3.3.1 Priprava mobilnih faz (MF) in topil 
MF D za HPLC 
MF D smo pripravili iz ACN in THF v razmerju 50:50 (v/v). Raztopino smo postavili za 
15 minut na ultrazvočno kadičko, da se je razplinila. 
MF A za UHPLC - 25 mM puferna razt. NaH2PO4 × H2O 
Natehtali smo 3,45 g NaH2PO4×H2O, ki smo ga raztopili v približno 900 mL MQ vode. S 
pomočjo pH metra smo pripravljeni raztopini med mešanjem uravnavali pH na 4,0 z 0,1 M 
HCl (iz vnaprej pripravljene 1 M HCl). Le-to smo kvantitativno prenesli v 1 L merilno 
bučko, jo dopolnili do oznake z MQ vodo in ponovno pomerili pH, ki se ni spremenil. 
Dobljeno raztopino smo filtrirali skozi filter z velikostjo por 0,2 μm, da smo odstranili 
morebitne prisotne neraztopljene delce in jo pred uporabo razplinili na ultrazvočni kadički 
(približno 15 minut). 
0,1 mM in 1 mM EDTA 
Natehtali smo točno približno 745 mg EDTA (M = 372,24 g/mol) in jo kvantitativno 
prenesli v 2 L bučko ter dopolnili do oznake z MQ vodo (1 mM EDTA).  
Za pripravo 0,1 mM EDTA smo odpipetirali 10 mL predhodno pripravljene 1 mM EDTA 
in jo prenesli v 100 mL bučko ter ponovno dopolnili z MQ do oznake (0,1 mM EDTA). 
1 mM NaOH 
V 500 mL merilno bučko smo odpipetirali 500 μL vnaprej pripravljene 1 M NaOH in 
dopolni do oznake z MQ vodo.  
1 mM EDTA z 1 mM NaOH 
Natehtali smo točno približno 745 mg EDTA, jo kvantitativno prenesli v 2 L bučko in  
raztopili v približno 1 L MQ vode. Odpipetirali smo 2 mL vnaprej pripravljene 1 M NaOH 
in dopolni do oznake z MQ vodo.  
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0,05% (m/v) razt. BHT v n-heksanu – topilo za redčenje 
Natehtali smo 250 mg BHT in ga kvantitativno prenesli v 500 mL merilno bučko ter 
dopolnili z n-heksanom do oznake. 
0,01% (m/v) razt. BHT – topilo za raztapljanje 
Natehtali smo 2,5 mg BHT in ga kvantitativno prenesli v 25 mL merilno bučko ter 
dopolnili z MF D za HPLC do oznake. 
0,05% (m/v) razt. BHT v MeOH 
Natehtali smo 50 mg BHT in ga kvantitativno prenesli v 100 mL merilno bučko ter 
dopolnili z MeOH do oznake. 
3.3.2 Vrednotenje analizne metode  
a) Priprava raztopin za vrednotenje selektivnosti 
Priprave vseh topil in mobilnih faz (1 mM EDTA, MQ, 1 mM EDTA z 1 mM NaOH, 
MF D za HPLC, 0,01% razt. BHT in MeOH) za vrednotenje selektivnosti so natančneje 
opisane v postopku 3.3.1. 
b) Priprava raztopin za vrednotenje ostalih validacijskih parametrov 
S pomočjo priporočenih dnevnih odmerkov (RDA [7]) za posamezne vitamine smo izbrali 
koncentracije za določanja območja metode. Izhajali smo iz osnovnih standardnih raztopin 
posameznih vitaminov, iz katerih smo nato pripravili standardno raztopino za WSV in FSV 
za vrednotenje linearnosti, točnosti in ponovljivosti. Osnovne raztopine WSV smo 
pripravili v 1 mM EDTA z izjemo B2, ki smo ga raztopili v 1 mM NaOH in B7, B9 ter 
THFK, ki smo jih raztopili v 1 mM EDTA z dodanim 1 mM NaOH. Osnovne raztopine 
FSV smo za primerjavo pripravili v dveh različnih organskih topilih, in sicer v MeOH in n-
heksanu z dodanim BHT. Priprava osnovnih standardnih raztopin (OR) je natančneje 
prikazana v prilogi 1.  
Iz osnovnih raztopin standardov smo pripravili standardni raztopini (RSWSV in RSFSV), tako 
da smo odpipetirali ustrezne volumne osnovne raztopine (VOR) v izbrane bučke 
(preglednica X).  
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Preglednica X: Priprava standardnih raztopin (RS) za vrednotenje validacijskih 
parametrov. 
Pripravljeno standardno raztopino za WSV (RSWSV) smo v nadaljnje ustrezno redčili 
(priloga 2), da smo dobili koncentracije za WSV v območju od 10% do 400% RDA. 
100% RDA ustreza vrednosti RDA posameznega vitamina [7], raztopljenega v 200 mL 
medija, razen za B7, B12 in THFK, kjer smo zaradi nizkih RDA uporabili 25-krat večje 
koncentracije. Natančne koncentracije WSV v kalibracijskih standardih in kontrolnih 
vzorcih so predstavljene v prilogi 3. Na podoben način kot RSWSV smo ustrezno redčili 
tudi pripravljeno standardno raztopino za FSV (RSFSV) v območju od 1% do 100% 
koncentracije RSFSV (priloga 2). Koncentracijska območja posameznih vitaminov smo 
določili glede na odmerke v izbranih izdelkih. Natančne koncentracije FSV v 
kalibracijskih standardih in kontrolnih vzorcih prikazuje priloga 4. 
Vzorce, ki so bili pripravljeni z n-heksanom, smo posušili do suhega s prepihovanjem pod 
N2 pri 30°C, suhi ostanek pa smo nato raztapljali z 0,01% razt. BHT. Kontrolne vzorce 
(QC) smo pripravili na enak način kot vzorce umeritvene premice, in sicer pri nizki (QCL), 
srednji (QCM) in visoki (QCH) koncentraciji znotraj območja linearnosti metode 
(priloga 2). 
3.3.3 Razvoj in optimizacija ekstrakcijskega postopka 
V okviru magistrske naloge smo razvili in optimizirali metodo ekstrakcije za ločitev in 
sočasno analizo WSV in FSV vitaminov iz različnih tekočih in trdnih vzorcev. 
Optimizacijo postopka ekstrakcije tekoče-tekoče smo najprej izvedli na vodnih zmeseh 
standardov, nato pa še na izbranih izdelkih v treh različnih FO: sirup, kapsule in tablete 
(preglednica VIII). Osnova pri razvoju so nam bili prehodno razviti ekstrakcijski postopki 
 VOR [mL] V bučke [mL] 
RS WSV 
275 μL B1 + 5 mL B2 + 350 μL B6 + 3,125 mL B7 + 
500 μL B9 + 520 μL THFK + 313 μL B12 
8 mg B3, 3 mg B5 in 40 mg C smo natehtali v bučko 
25 mL 1 mM EDTA 
RS FSV 
2 mL A-ac. + 0,4 mL D3 + 2,5 mL E-ac. + 1 mL K1 10 mL MeOH 
12,5 mg A-palm. smo kvantitativno prenesli v bučko 50 mL 0,05% BHT v MeOH 
3 mL A-ac. + 1 mL D3 + 2 mL K1 
12,5 mg A-palm. in 25 mg E-ac. smo kvantitativno 
prenesli v bučko 
50 mL 0,05% BHT v n-
heksanu 
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avtorjev Srečnik [28] in Grobin [47] za vrednotenje posamezne skupine vitaminov (FSV in 
WSV). 
3.3.3.1 Ekstrakcija vitaminov iz sirupa 
Z namenom doseganja dobrega in ponovljivega izkoristka LLE postopka smo med 
razvojem in optimizacijo ekstrakcijskega postopka iz sirupa spreminjali posamezne 
ekstrakcije parametre. Preizkusili smo različne volumne (V) organskih topil (n-heksan, 
0,05% razt. BHT v n-heksanu, ACN, MeOH, MeOH z koncentrirano H3PO4) in polarnih 
topil (MQ, 1 mM EDTA) ter različna razmerja med izbranimi topili (razmerje med 
organsko (o) in vodno (v) fazo). Zanimal nas je tudi izkoristek posameznih vitaminov, če 
sirup najprej raztopimo v polarnem topilu ali pa v organskem (različni vrstni red LLE z 
0,05% razt. BHT v n-heksanu in 1 mM EDTA). Vsi ekstrakcijski parametri, na katere smo 
se osredotočali in jih med optimizacijo spreminjali, so natančneje prikazani v prilogi 5. 
Končni postopek ekstrakcije za sirup je prikazan v preglednici XI. V centrifugirko smo 
predhodno prenesli MeOH in dodali sirup. Sledilo je mešanje, soniciranje in 
centrifugiranje vzorca. Za analizo FSV smo odpipetirali 0,2 mL supernatanta, preostalemu 
vzorcu v centrifugirki pa smo dodali vodno razt. 1 mM EDTA in ponovili predhodno 
pripravo vzorca, da so se tudi WSV ustrezno porazdelili v vodno fazo.  
Preglednica XI: Končni ekstrakcijski postopek za sirup - izdelek 1. 
3.3.3.2 Ekstrakcija vitaminov iz mehkih kapsul 
Tudi v primeru kapsul smo spreminjali posamezne ekstrakcije parametre, podobno kot pri 
sirupu, in tako poskusili razviti postopek s čim boljšimi končnimi izkoristki. Mehko 
kapsulo smo raztapljali v različnih V n-heksana in kasneje ekstrahirali z različnimi V 
izbranih topil (MQ, EDTA različnih koncentracij, MeOH). Da bi se vitamini med LLE čim 
Izdelek 1 – sirup 
KONČNI EKSTRAKCIJSKI POSTOPEK 
a) raztapljanje 1 mL sirupa v 4 mL MeOH (v centrifugirki) 
b) mešanje na vibracijskem mešalniku (5 min.), soniciranje (10 min.) in centrifugiranje (25°C, 3500 rpm, 
10 min.) → 0,2 mL supernatanta za analizo FSV 
c) dodatek točno 50 mL 1 mM EDTA 
d) mešanje na vibracijskem mešalniku (5 min.), soniciranje (10 min.), mešanje na vibracijskem mešalniku 
(3 min.) in centrifugiranje (25°C, 3500 rpm, 10 min.) → 0,5 mL supernatanta za analizo WSV 
Andreja Horvat  Magistrska naloga 
27 
bolj porazdelili v ustrezne faze, smo raztopino po dodatku svežega topila stresali s 
stresalnikom oz. dobro ročno premešali. Ker nastali vzorci zaradi sestave niso bistre 
raztopine, smo le-te morali vsakič tudi centrifugirati oziroma filtrirati. V prilogi 6 so 
prikazani posamezni postopki in ekstrakcijski parametri, ki smo jih spreminjali med 
razvojem. 
Končni postopek LLE iz kapsul je natančneje prikazan v preglednici XII. Eno mehko 
kapsulo smo s skalpelom najprej razrezali in jo kvantitativno prenesli v bučko, ki smo jo 
dopolnili z n-heksanom. Sledilo je soniciranje in stresanja na stresalniku. Za analizo FSV 
smo heksanske ekstrakte najprej centrifugirali in dobljene supernatante posušili s 
prepihovanjem pod tokom N2 pri 30°C v napravi TurboVap
®. Suhi ostanek smo raztopili z 
MF D za HPLC in vse skupaj dobro premešali (vortex). Preostali organski fazi smo dodali 
MQ in fazi ponovno stresali na stresalniku. Dobljeno raztopino smo prenesli v lij ločnik in 
počakali nekaj minut, da sta se fazi med sabo ločile. Vodno fazo smo zbirali v bučko, k 
preostali organski fazi v liju ločniku pa smo dodali svežo MQ in fazi dobro ročno 
premešali (3 min.). Novo vodno fazo smo dodali k preostali zbrani vodni fazi, odvzeli del 
vzorca in ponovili postopek centrifugiranja. Dobljeni supernatant smo uporabili za analizo 
WSV. 
Preglednica XII: Končni ekstrakcijski postopek za mehke kapsule - izdelek 2. 
Izdelek 2 – mehke kapsule 
KONČNI EKSTRAKCIJSKI POSTOPKI 
a) rezanje 1 kps s skalpelom in raztapljanje le-te v 50 mL n-heksana 
b) soniciranje (10 min.), stresanje (20 min.) 
c) prenos 1 mL heksanskega ekstrakta v mikrocentrifugirko → centrifugiranje (25°C, 13200 rpm, 10 min.) → 
sušenje 0,6 mL supernatanta s prepihovanjem pod tokom N2 pri 30°C → raztapljanje suhega ostanka z 
0,3 mL MF D za HPLC → mešanje na vibracijskem mešalniku (30 s) → 0,2 mL VZ za analizo FSV 
d) dodatek 50 mL MQ  
e) stresanje (20 min.) 
f) ločevanje organske in vodne faze v liju ločniku → zbiranje vodne faze v 100 mL merilni bučki (za dve 
zaporedni stopnji ekstrakcije) 
g) dodatek enake količine MQ (50 mL) k preostali organski fazi v liju ločniku → ročno mešanje (3 min.) →  
postopek pod točko f) se 1-krat ponovi 
h) 100 mL bučko (z zbrano vodno fazo) dopolnimo do oznake z MQ 
i) centrifugiranje vodne faze (25°C, 13200 rpm, 5 min.) → 1 mL supernatanta za analizo WSV 
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3.3.3.3 Ekstrakcija vitaminov iz tablet 
Za dosego čim boljšega izkoristka ekstrakcije smo spreminjali različna topila (MQ, 
1 mM EDTA, 1 mM EDTA z 1 mM NaOH, dodatek 0,1 M NaOH), V vodne in organske 
faze in V heksanskega ekstrakta, ki smo ga morali pred analizo na RP-HPLC posušiti. Da 
bi se WSV ustrezno raztopili, smo raztopino z drobljeno tableto sonicirali v ultrazvočni 
kadički oziroma mešali na magnetnem mešalu. Vsi postopki in ekstrakcijski parametri, ki 
smo jih spreminjali med optimizacijo, so prikazani v prilogi 7. 
Končni postopek ekstrakcije WSV in FSV za tablete je prikazan v preglednici XIII. Eno 
tableto smo najprej v terilnici zdrobili s pestilom in jo kvantitativno prenesli v 
erlenmajerico z dodatkom 1 mM EDTA. Sledilo je mešanje, soniciranje in centrifugiranje 
VZ, dobljeni supernatant pa smo uporabili za analizo WSV. Preostali vodni fazi smo 
dodali 0,05% razt. BHT v n-heksanu in fazi 20 min. stresali na stresalniku. Dobljeno 
raztopino smo prenesli v lij ločnik in počakali nekaj minut, da sta se fazi med sabo ločile. S 
prepihovanjem pod N2 pri 30°C v napravi TurboVap
® smo posušili heksanski ekstrakt, 
suhi ostanek pa smo raztopili z 0,01% razt. BHT in vse skupaj dobro premešali (vortex). 
Zbrano vodno fazo smo ponovno prenesli v lij ločnik in ji dodali svežo 0,05% razt. BHT v 
n-heksanu. Dobljeno raztopino smo dobro ročno premešali (3 min.) in pustili stati nekaj 
minut, da sta se fazi ločili, kasneje pa smo ju zbrali v ločenima bučkama. Novo organsko 
fazo smo prenesli v mikrocentrifugirke in posušili, suhi ostanek pa raztopili z 0,01% razt. 
BHT in ponovno dobro premešali (vortex). 
Preglednica XIII: Končni ekstrakcijski postopek za tablete - izdelek 3. 
Izdelek 3 – tablete 
KONČNI EKSTRAKCIJSKI POSTOPKI 
a) drobljenje 1 tbl v terilnici in raztapljanje le-te v 200 mL 1 mM EDTA 
b) ročno mešanje (3 min.), soniciranje (15 min.) 
c) centrifugiranje 0,8 mL vodne faze pred ekstrakcijo (25°C, 13200 rpm, 5 min.) → odvzem supernatanta za 
analizo WSV 
d) dodatek 100 mL 0,05% razt. BHT v n-heksanu k vodni fazi 
e) stresanje (20 min.) 
f) ločevanje organske in vodne faze v liju ločniku → odvzem 1,5 mL heksanskega ekstrakta (1. ekstrakcija) 
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3.3.4 Vrednotenje vsebnosti WSV in FSV v izdelkih 
Ugotovljeno vsebnosti posameznih vitaminov v izdelkih [mg vit./1 mL sirupa oz. 1 kps oz. 
1 tbl] glede na navedeno vsebnost smo izračunali po enačbi 1 s pomočjo umeritvenih 
premic. Ugotovljeno vsebnost smo nato primerjali z navedeno in podali odstotek [%] 
ugotovljene vsebnosti glede na navedeno po enačbi 2. 
𝑣𝑠𝑒𝑏𝑛𝑜𝑠𝑡 [𝑚𝑔 𝐹𝑂⁄ ] =  
(𝐴𝑈𝐶𝑣𝑧 − 𝑛)
𝑘
∙ 𝐹 enačba 1 
𝑣𝑠𝑒𝑏𝑛𝑜𝑠𝑡 [%] =  
𝑢𝑔𝑜𝑡𝑜𝑣𝑙𝑗𝑒𝑛𝑎 𝑣𝑠𝑒𝑏𝑛𝑜𝑠𝑡
𝑛𝑎𝑣𝑒𝑑𝑒𝑛𝑎 𝑣𝑠𝑒𝑏𝑛𝑜𝑠𝑡
∙ 100% enačba 2 
AUCvz površina posameznega vitamina (pod kromatografskim vrhom) v razt. 
vzorca  
F  faktor redčenja za posamezen vitamin 
k  naklon umeritvene premice za posamezen vitamin 
n  odsek na y-osi umeritvene premice za posamezen vitamin 
D3 in K1 sta v izdelkih v nizkih koncentracijah, zato iz umeritvenih premic nismo dobili 
realnih rezultatov. Njuno vsebnost [mg D3 oz. K1/1 mL sirupa oz. 1 kps oz. 1 tbl] smo 
izračunali glede na standarda podobnih koncentracij po enačbi 3. 
𝑣𝑠𝑒𝑏𝑛𝑜𝑠𝑡 [𝑚𝑔 𝐹𝑂⁄ ] =
𝐴𝑈𝐶𝑣𝑧 ∙ 𝑐𝑠𝑡
𝐴𝑈𝐶𝑠𝑡
∙ 𝐹 enačba 3 
AUCvz  površina posameznega vitamina v razt. vzorca  
AUCst  površina posameznega vitamina v razt. standarda 
cst  koncentracija posameznega vitamina v razt. standarda [mg/L] 
F  faktor redčenja za posamezen vitamin 
  
g) sušenje 1,5 mL heksanskega ekstrakta s prepihovanjem pod tokom N2 pri 30°C → raztapljanje suhega 
ostanka z 0,5 mL 0,01% razt. BHT → mešanje na vibracijskem mešalniku (30 s) → 0,5 mL VZ 
(1. ekstrakcija) za analizo FSV  
h) dodatek svežih 100 mL 0,05% razt. BHT v n-heksanu k vodni fazi v liju ločniku → ročno mešanje (3 min.)  
i) ločevanje organske in vodne faze v liju ločniku → odvzem 1,5 mL heksanskega ekstrakta (2. ekstrakcija) 
j) sušenje 1,5 mL heksanskega ekstrakta s prepihovanjem → raztapljanje suhega ostanka z 0,5 mL 0,01% 
razt. BHT → mešanje na vibracijskem mešalniku (30 s) → 0,5 mL VZ (2. ekstrakcija) za analizo FSV  
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3.3.5 Priprava standardnih raztopin in vzorcev za vrednotenje uspešnosti 
ekstrakcijskega postopka 
Za vrednotenje uspešnosti ekstrakcije smo pripravili raztopine standardov, ki so vsebovale 
približno enako koncentracijo WSV in FSV, kot so navedene vsebnosti v izbranih izdelkih. 
Najprej smo pripravili osnovne raztopine (OR) standardov, ki smo jih nato ustrezno redčili 
do želenih koncentracij z izbranimi topili. Natančnejša priprava osnovnih standardnih 
raztopin se nahaja v prilogi 8. 
Iz predhodno pripravljenih OR standardov za vse tri izdelke smo nato pripravili ločene 
raztopine standardov (RS) za WSV in FSV, s katerimi smo preverili uspešnost 
ekstrakcijskega postopka (preglednica XIV).  
Preglednica XIV: Raztopine standardov (RS) za vrednotenje izdelkov. 
Da bi ovrednotili uspešnost ekstrakcijskega postopka, smo za vsak izdelek pripravili tri 
ločene raztopine – razt. vzorca izdelka (VZ), razt. vzorca izdelka z dodanim standardom 
(VZ + ST) in razt. standarda (ST), pri čemer smo uporabili sveže pripravljene RS. Končni 
postopki priprave vseh treh raztopin (VZ, VZ + ST in ST) so prikazani v preglednici XV. 













0,25 mL B1 + 1,5 mL B2 + 1 mL B5 + 0,35 mL B6  
1 mL B12/25 mL bučka → 0,165 mL B12 
5 mg B3 in 10,8 mg C smo kvantitativno prenesli v bučko 
50 mL 1 mM EDTA 












) RS 3 
1 mL B7 + 5 mL B9 + 0,25 mL B12 + 2 mL THFK  
7 mg B1, 90 mg B3, 30 mg B5, 9,5 mg B6 in 275 mg C, ki 
smo jih kvantitativno prenesli v bučko 
50 mL 1 mM EDTA 
RS 4 7 mg B2 smo kvantitativno prenesli v bučko 50 mL 1 mM NaOH 














1 mL B7 + 2,5 mL B9 + 0,1 mL B12  
2,75 mg B1, 40 mg B3, 15 mg B5, 3,5 mg B6 in 
200 mg C, ki smo jih kvantitativno prenesli v bučko 
50 mL 1 mM EDTA 
RS 7 3,5 mg B2 smo kvantitativno prenesli v bučko 50 mL 1 mM NaOH 
RS 8 
0,125 mL D3 + 0,25 mL K1  
2 mg A-palm. in 30 mg E-ac. smo natehtali v bučko 
25 mL 0,05% razt. 
BHT v n-heksanu 
Andreja Horvat  Magistrska naloga 
31 
Za vsako FO smo izvedli ekstrakcijo po končnem postopku, ki je podrobneje opisan v 
poglavju 3.3.3. 
Preglednica XV: Končna priprava vzorcev (VZ) in standardov (ST) za vrednotenje 
uspešnosti ekstrakcijskega postopka. 
* Raztopine smo pripravljali neposredno v vialo. 
Pri izdelku 2 in 3 smo uporabljali n-heksan, zato smo heksanske ekstrakte (VZ), ekstrakte z  
dodanimi raztopinami standardov (VZ + ST) in raztopine standardov (ST) posušili s 
prepihovanjem pod N2 pri 30°C, suhe ostanke pa raztopili na enak način, kot je opisano v 
poglavju 3.3.3.  
 
  












50 mL razt. VZ v 
1 mM EDTA 
10 mL RS1 + 40 mL razt. VZ 
v 1 mM EDTA 
5 mL RS1 + 20 mL 
1 mM EDTA  
FSV 
4 mL MeOH + 
1 mL sirupa 
3 mL MeOH + 1 mL RS2 + 
1 mL sirupa 













WSV * 1000 μL supernatanta 
* 800 μL supernatanta + 
100 μL RS3 + 100 μL RS4 
* 800 μL 1 mM EDTA + 
100 μL RS3 + 100 μL RS4 
FSV 
sušenje 0,6 mL 
supernatanta in 
raztapljanje z 0,3 mL 
MF D za HPLC 
sušenje 0,6 mL supernatanta 
+ 0,6 mL RS5 ter  
raztapljanje z 0,3 mL MF D 
za HPLC 
sušenje 0,6 mL RS5 in  














* 1000 μL supernatanta 
* 800 μL supernatanta + 
100 μL RS6 + 100 μL RS7 
* 800 μL 1 mM EDTA + 
100 μL RS6 + 100 μL RS7 
FSV 
sušenje 1,5 mL ekstrakta 
in raztapljanje z 0,5 mL 
0,01% razt. BHT 
sušenje 1,5 mL ekstrakta + 
0,15 mL RS8 in raztapljanje 
z 0,5 mL 0,01% razt. BHT  
sušenje 0,15 mL RS8 in 
raztapljanje z 0,5 mL 0,01% 
razt. BHT 
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3.4 VALIDACIJA INSTRUMENTALNE METODE 
V okviru validacije smo preverili naslednje parametre: selektivnost, linearnost, točnost in 
natančnost (ponovljivost) ter stabilnost vzorcev v skladu s smernicami ICH za validacijo 
analiznih metod. [48] 
3.4.1 Selektivnost 
Selektivnost analizne metode smo vrednotili s primerjavo dobljenih kromatogramov vseh 
uporabljenih topil in raztopin standardov. Za določanje selektivnosti smo v kromatografska 
sistema injicirali topila, ki smo jih uporabljali med pripravo vzorcev. V HPLC sistem smo 
injicirali 0,01% razt. BHT, MF D za HPLC in MeOH ter v UHPLC sistem 1 mM EDTA, 
MQ in 1 mM EDTA z 1 mM NaOH. Dobljene kromatograme smo med sabo prekrili in 
preverili, ali so pri retencijskih časih posameznih vitaminov prisotne kakšne interference 
topil ali morebitne interference drugih vitaminov. 
3.4.2 Linearnost 
Za določanje linearnosti posameznih vitaminov znotraj določenega koncentracijskega 
območja smo po postopkih, ki so natančneje opisani v poglavju 3.3.2, pripravili 
7 kalibracijskih standardnih raztopin za WSV in 13 kalibracijskih standardnih raztopin za 
FSV (priloga 1).  
Za vsak posamezen analit smo izdelali umeritveno premico pri izbrani λ, ki predstavlja 
graf odziva analita (površina pod kromatografskim vrhom, y-os) v odvisnosti od njegove 
koncetracije (x-os). S pomočjo računalniškega programa Microsoft Excel smo obdelali 
rezultate, izračunali enačbe umeritvenih premic in linearnost regresijskih premic potrdili s 
korelacijskih koeficientom (R2). Postavljen kriterij sprejemljivosti za potrditev linearnosti 
je bil R2 > 0,999. 
3.4.3 Točnost 
Za vrednotenje točnosti analizne metode smo pripravili kontrolne vzorce treh različnih 
koncentracij (pri nizki – QCL, srednji – QCM in visoki – QCH) v treh ponovitvah znotraj 
območja linearnosti metode (priloga 2). S pomočjo enačbe umeritvene premice (enačba 1 
iz poglavja 3.3.4.) smo izračunali koncentracijo za vitamine in jo primerjali z dejansko 
koncentracijo v kontrolnih vzorcih (enačba 4). Za mejo sprejemljivosti smo definirali 
interval 90% – 110%. 





∙ 100% enačba 4 
cugotovljena ugotovljena koncentracija analitov iz enačbe umeritvene premice [mg/L] 
cnominalna dejanska koncentracija analitov v vzorcu [mg/L] 
3.4.4 Natančnost 
Natančnost  analizne  metode  je  stopnja  ujemanja  posameznih  rezultatov,  kadar 
izvajamo  analizo  na  več  paralelkah  homogenega  vzorca.  Zanimala nas je ponovljivost 
znotraj enega dneva (znotraj-dnevna ponovljivost) pri normalnih delovnih pogojih (znotraj 
laboratorija z istim analitom, isto opremo in istimi reagenti), zato smo natančnost 
ovrednotili na nivoju ponovljivosti, ki se izraža kot relativni standardni odklon (RSD).  
Znotraj-dnevno ponovljivost smo preverili tako, da smo uporabljali enake kontrolne vzorce 
(QCL, QCM in QCH) kot pri preverjanju točnosti. Vsak QC smo vrednotili v treh 
ponovitvah. Za mejo sprejemljivosti smo definirali vrednost RSD < 5%. 
3.4.5 Stabilnost vzorcev 
Zaradi vseh priprav vzorca med ekstrakcijo in pred analizo lahko pride do nestabilnosti 
analitov v raztopini. Zanimalo nas je, koliko časa le-ti ohranijo ustrezne lastnosti, zato smo 
preverili stabilnost pripravljenih vzorcev v avtomatskem vzorčevalniku. Uporabili smo 
enake kontrolne vzorce (QCL, QCM in QCH), kot smo jih uporabljali za vrednotenje 
točnosti in natančnosti. Vse tri QC smo najprej analizirali ob času 0 in nato ponovno po 24 
urah. Vzorce smo pustili v avtomatskem vzorčevalniku pri 25°C. Za mejo sprejemljivosti 
smo definirali interval 90% – 110%. 




∙ 100% enačba 5 
AUCt  odziv posameznega vitamina po 24 urah 
AUC0  odziv posameznega vitamina ob času 0 
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3.5 VREDNOTENJE ANALIZNEGA POSTOPKA 
3.5.1 Izkoristek učinkovitosti ekstrakcije 
Za vrednotenje uspešnosti priprave vzorcev smo pripravili tri ločene raztopine (priprava 
vzorcev je natančneje opisana v poglavju 3.3.5), in sicer raztopino vzorca izdelka, 
raztopino vzorca izdelka z dodanim standardom (obogaten vzorec) in raztopino standarda, 
ki je vsebovala približno enako koncentracijo vitaminov kot bi jih naj vsebovali izdelki. Za 
mejo sprejemljivosti smo definirali interval 90% – 110%. 
Vse tri raztopine vzorca smo ločeno analizirali in iz dobljenih rezultatov izračunali 
izkoristek učinkovitosti ekstrakcije pripravljenih raztopin, izražen v %, po enačbi 6: 
𝑖𝑧𝑘𝑜𝑟𝑖𝑠𝑡𝑒𝑘 [%] =
𝑐𝑜𝑏𝑜𝑔𝑎𝑡𝑒𝑛 𝑣𝑧 − 𝑐𝑣𝑧
𝑐𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑𝑛𝑖 𝑑𝑜𝑑𝑎𝑡𝑒𝑘
∙ 100% enačba 6 
cobogaten vz koncentracija posameznega vitamina v vzorcu z dodanim 
standardom [mg/L] 
cvz   koncentracija posameznega vitamina v vzorcu [mg/L] 
cstandardni dodatek  koncentracija posameznega vitamina v razt. standarda [mg/L] 
3.5.2 Ponovljivost ekstrakcijskega postopka in ponovljivost injiciranja vzorca 
Zanimala nas je ponovljivost ekstrakcijskega postopka in ponovljivost injiciranja  
pripravljenih vzorcev iz izbranih multivitaminskih izdelkov pri normalnih delovnih 
pogojih (znotraj laboratorija z isto opremo in istimi reagenti). Rezultate smo podali kot 
relativni standardni odklon (RSD). 
Za vrednotenje ponovljivost ekstrakcijskega postopka (RSDvz) posameznih FO (sirup, 
kapsule ali tablete) smo pripravili razt. VZ izbranih izdelkov v treh paralelkah po končnih 
ekstrakcijskih postopkih, ki so natančneje opisani v poglavju 3.3.3. Za vse tri izdelke smo 
pripravljene razt. VZ vrednotili v treh ponovitvah. Za mejo sprejemljivosti smo postavili 
vrednost RSDvz < 5%. 
Ponovljivost injiciranja posameznih vzorcev (RSDinj) smo preverili tako, da smo uporabili 
enega izmed pripravljenih vzorcev izbranega izdelka in ga injicirali 5-krat zapored. Za 
mejo sprejemljivosti smo postavili vrednost RSDinj < 5%.  
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 VALIDACIJA INSTRUMENTALNE METODE 
4.1.1 Selektivnost 
V topilih, ki jih uporabljamo pri pripravi vzorcev, pogosto najdemo snovi, ki bi lahko 
motile analizo. Za vrednotenje selektivnosti smo primerjali kromatograme topil z 
kromatogrami standardov FSV in WSV, ki so prikazani v prilogi 9 in 10. Ugotovili smo, 
da pri retencijskih časih (Rt) preiskovanih analitov ni prisotnih nobenih drugih vrhov, ki bi 
lahko motili analizo, prav tako pa so vitamini ločeni med seboj na bazni liniji. S tem smo 
potrdili selektivnost metode. 
4.1.2 Linearnost 
Rezultati vrednotenja linearnosti za WSV so zbrani v preglednici XVI. Ugotovimo lahko, 
da je bil R2 za vse umeritvene premice več kot 0,999, kar pomeni, da je metoda linearna za 
vse hidrofilne analite (B1, B2, B3, B5, B6, B7, B9, B12, C in THFK) v testiranem 
koncentracijskem območju.  
Da bi dosegli ustrezne koncentracije vseh vitaminov v območju od 10% do 400% RDA od 
priprave vzorca do analize (še posebej vit. C), smo kot topilo uporabili 1 mM EDTA. B2, 
B7, B9 in THFK pa so slabše topne v MQ oz. 1 mM EDTA, zato smo osnovne raztopine 
le-teh pripravili posebej. B7, B9 in THFK smo raztopili v 1 mM EDTA z dodanim 1 mM 
NaOH, B2 pa le v 1 mM NaOH. Priprava osnovnih in končnih standardnih raztopin je 
natančneje opisana v poglavju 3.3.2. 
Pri vit. C smo ugotovili, da je pri koncentraciji 1612 mg/L presežena mejna koncentracija 
za linearnost (R2 > 0,999), zato smo območje vrednotenja linearnosti prilagodili tako, da 
smo spremenili zgornjo koncentracijo območja metode na 806 mg/L. V koncentracijskem 
območju 20,15–806,00 mg/L smo potrdili linearnost, prav tako pa je to območje dovolj 
široko za vrednotenje izbranih multivitaminskih izdelkov. 
Preglednica XVI: Rezultati vrednotenja linearnosti za WSV. 
Analit Koncentracijsko območje [mg/L] Enačba umeritvene premice R2 
B1 0,27–21,25 y = 7648240– 4173685 0,9994 
B2 0,45–35,84 y = 6440324x – 1021742 1,0000 
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B3 4,20–335,60 y = 117024x – 125012 1,0000 
B5  1,52–121,20 y = 1175294x – 155872 0,9995 
B6 0,35–27,97 y = 8144508x – 217883 1,0000 
B7 0,32–25,60 y = 1355662x – 203636 1,0000 
B9 0,05–4,06 y = 9821870x – 61727 1,0000 
B12 0,07–5,60 y = 2736319x + 17869 0,9997 
C 
20,15–806,00 y = 2790371x + 14970084 0,9991 
*20,15–1612,00 *y = 1999847x + 177826949 *0,9563 
THFK 0,05–4,36 y = 9747831x – 226452 0,9998 
* Rezultat ne ustreza postavljenemu kriteriju linearnosti (R2 > 0,999). 
V preglednici XVII so prikazani rezultati vrednotenja linearnosti za FSV, ki smo jih 
pripravili najprej v MeOH, nato pa pripravo ponovili še v n-heksanu, saj smo v 
nadaljevanju pripravljali vzorce v slednjem topilu. Zaradi nestabilnosti A-ac. in A-palm. 
smo v topilo dodali BHT (0,05% razt. BHT v MeOH in n-heksanu). Ker heksan kot topilo 
za nanos vzorca poslabša obliko kromatografskih vrhov in vpliva na življenjsko dobo 
kolone, smo vzorce, raztopljene v n-heksanu, posušili pod N2 pri 30°C, suhe ostanke pa 
smo raztopili z 0,01% razt. BHT (MF D za HPLC). Ustrezno linearnost v testiranem 
koncentracijskem območju (R2 < 0,999) smo dosegli pri vseh FSV, ki smo jih raztapljali v 
MeOH in n-heksanu z dodanim BHT.  
Preglednica XVII: Rezultati vrednotenja linearnosti za FSV. 
Analit Topilo 
Koncentracijsko 
območje [mg/L] Enačba umeritvene premice R2 
A-ac. 
heksan z BHT 0,63–63,24 y = 19,53x – 4,57 0,9994 
MeOH z BHT 1,17–117,20 y = 21,39x + 24,49 0,9998 
A-palm. 
heksan z BHT 2,95–295,40 y = 11,82x – 23,14 0,9995 
MeOH z BHT 2,47–247,00 y = 7,08x + 69.60 0,9998 
D3 
heksan z BHT 0,19–18,64 y = 52,20x + 2,30 0,9999 
MeOH 0,21–20,60 y = 53,32x + 7,32 0,9997 
E-ac. 
heksan z BHT 5,08–508,40 y = 2,43x – 8,30 0,9994 
MeOH 3,43–342,80 y = 3,09x + 3,21 0,9996 
K1 
heksan z BHT 0,38–38,40 y = 44,22x – 17,96 0,9994 
MeOH 0,38–37,56 y = 33,72x + 4,21 0,9993 
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4.1.3 Točnost in ponovljivost 
Znotraj-dnevno točnost in ponovljivost (RSD) analizne metode smo vrednotili na 
kontrolnih vzorcih pri treh različnih koncentracijah (QCL, QCM, QCH) znotraj območja 
linearnosti metode. Rezultati vrednotenja točnosti in ponovljivosti za WSV in FSV se 
nahajajo v preglednici XVIII. 
Vsi analiti so bili znotraj predpisane meje za točnost (90% – 110 %) in ponovljivost 
(RSD < 5%), razen C v QCH, ki ne ustreza postavljenemu kriteriju točnosti (QCH < 90%). 
Preglednica XVIII: Znotraj-dnevna točnost in ponovljivost (RSD, n = 3) analizne metode 
za WSV in FSV. 
* Rezultat ne ustreza postavljenemu kriteriju točnosti (90% – 110 %). 
  
 TOČNOST [%] PONOVLJIVOST [%] 
Analit  QCL QCM QCH QCL QCM QCH 
B1 101,74 100,95 99,04 4,93 2,55 1,10 
B2 99,46 98,99 99,25 3,87 0,25 1,29 
B3 99,93 101,22 99,62 2,99 0,21 1,03 
B5 96,79 108,42 99,91 3,11 0,54 1,14 
B6 100,61 101,28 99,32 3,11 0,16 1,15 
B7 96,62 102,07 107,96 1,53 0,59 0,61 
B9 99,73 101,86 100,19 3,08 0,79 1,50 
B12 97,43 102,22 99,73 3,06 2,07 1,30 
C 97,68 92,92 *82,40 4,55 3,12 4,87 
THFK 106,09 103,21 99,50 3,44 0,32 1,47 
A-ac. 101,81 95,88 97,72 1,16 2,19 4,29 
A-palm. 99,18 97,24 97,19 1,14 1,75 3,16 
D3 99,48 98,70 98,15 0,75 3,28 1,95 
E-ac. 99,73 97,97 99,36 0,67 1,20 2,43 
K1 95,01 95,87 98,76 1,76 2,54 3,84 
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4.1.4 Stabilnost vzorcev 
Iz rezultatov v preglednici XIX je razvidno, da so vsebnosti vitaminov znotraj 
postavljenega intervala (100 ± 10%). Izjema je C, ki se je po 1 dnevu zelo znižal. Največji 
padec vsebnosti smo opazili pri nizkih koncentracijah (za približno 28%), medtem ko je pri 
višjih koncentracijah njegova stabilnost boljša. Kljub temu pa pri visokih koncentracijah 
le-ta še vedno ni ustrezal postavljenemu kriteriju (90%  110%), saj je njegova vsebnost le 
86%, kar je še vedno 4% nižje od izbrane meje sprejemljivosti. Na njegovo stabilnost in 
končno vsebnost bi lahko vplival čas priprave vzorcev in čas, ko so bili vzorci analizirani. 














* Rezultat ne ustreza postavljenemu kriteriju (90% – 110 %). 
Če primerjamo obe skupini vitaminov, lahko opazimo, da so FSV v raztopini bolj stabilni 
kot WSV. Da preprečimo hiter razpad WSV (zlasti vit. C) v raztopini in tako zagotovimo 
čim bolj točne rezultate, smo vzorce v nadaljevanju analizirali takoj po njihovi pripravi. 
  
 STABILNOST PO 24H [%] 
Analit  QCL QCM QCH 
B1 91,7 101,3 99,8 
B2 99,9 100,7 98,8 
B3 99,2 99,7 99,3 
B5 101,6 92,9 96,8 
B6 99,6 99,9 98,6 
B7 99,7 97,4 98.1 
B9 108,4 101,8 93,6 
B12 96,1 95,9 97,4 
C *71,8 *80,1 *86,2 
THFK 98,6 97,2 96,4 
A-ac. 101,2 101,3 100,3 
A-palm. 101,2 101,6 101,8 
D3 101,4 100,1 100,0 
E-ac. 101,8 100,5 100,6 
K1 102,4 100,4 100,6 
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4.2 RAZVOJ IN OPTIMIZACIJA EKSTRAKCIJSKEGA POSTOPKA 
Glavni cilj magistrske naloge je bil razvoj in optimizacija ekstrakcijskega postopka za 
sočasno ločitev WSV in FSV iz multivitaminskih izdelkov različnih FO v najkrajšem 
možnem času. Pri tem smo želeli razviti čim bolj enostaven in dostopen sistem, zato smo 
se odločili za ekstrakcijo tekoče-tekoče. Ekstrakcija iz raztopin temelji na različni topnosti 
in porazdeljevanju spojin v dveh topilih, ki se med seboj ne mešata. Optimalne pogoje 
ekstrakcije smo iskali z izbiro različnih ekstrakcijskih topil, ustreznim prostorninskim 
razmerjem organske in vodne faze za čim boljše raztapljanje vitaminov in ekstrakcijo le-
teh, ustreznim časom stresanja in številom zaporednih stopenj ekstrakcij. Testirani izdelki 
se med sabo bistveno razlikujejo, zato smo se odločili, da razvijemo tri ločene 
ekstrakcijske postopke, in sicer za sirupe, mehke kapsule in tablete. 
4.2.1 Ekstrakcija vitaminov iz sirupa 
Predhodno razvita ekstrakcijska postopka avtorjev Srečnik [28] za FSV in Grobin [47] za 
WSV sta nam bila osnova pri načrtovanju parametrov izhodiščnega ekstrakcijskega 
postopka (LLE) za sirup. Za razvoj in optimizacijo ekstrakcije WSV in FSV iz sirupa smo 
uporabili izdelek 1, ki vsebuje vitamine B1, B2, B3, B5, B6, B12, C, A-palm. in D3.  
Najpogosteje uporabljeno nepolarno organsko topilo za ekstrakcije FSV je heksan, ki je 
dovolj lipofilen za porazdeljevanje FSV in za katerega smo se tudi sami odločili, za 
stabilizacijo A-palm. pa smo dodali BHT. Ker pa se heksana neposredno ne injicira v RP-
HPLC sistem, smo vzorce najprej posušili, za raztapljanje suhega ostanka pa smo 
uporabljali 0,01% razt. BHT (prevzeto iz postopka avtorjev Temova in sodelavci [46]). Za 
ekstrakcijo WSV smo izbirali med MQ in vodno raztopino EDTA, a smo se odločili za 1 
mM EDTA zaradi boljše stabilnosti vit. C v tem topilu. 
Razvoj ekstrakcije WSV in FSV iz sirupa smo začeli v enakem razmerju vodne in 
organske faze, kasneje pa je sledila tudi ekstrakcija z več organske ali več vodne faze 
(priloga 5, 1. postopek). Postopek priprave vzorca smo začeli z 1 mL sirupa (izdelek 1), ki 
smo ga najprej raztopili v različnih volumnih 1 mM EDTA, nato pa je sledila ekstrakcija z 
0,05% razt. BHT v n-heksanu. Da bi zagotovili optimalno mešanje faz in dobro 
porazdeljevanje analitov med fazama, je vsakemu dodatku topila sledilo stresanje in 
intenzivno mešanje raztopin. Zaradi želje po doseganju čim večjega izkoristka smo 
ekstrakcijo ponovili v treh zaporednih stopnjah enakih količin 1 mM EDTA z 0,05% razt. 
BHT v n-heksanu (organsko fazo smo vsakič ohranili enako), saj z enostopenjsko 
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ekstrakcijo običajno ne dosežemo popolne ali celotne ekstrakcije. Iz preglednice XX je 
razvidno, da smo pri enaki oziroma manjši količini vodne faze v primerjavi z organsko 
dobili slabše izkoristke WSV, kar smo deloma tudi pričakovali, saj se vitamini v manjšem 
volumnu težje porazdelijo. B1 in B2 sta se boljše porazdeljevala v večjem V vodne faze, 
zato sta tudi izkoristka boljša pri večjem (25 mL) in značilno slabša pri manjšem V (6 mL) 
1 mM EDTA, medtem ko se izkoristki ostalih WSV niso bistveno spremenili, z izjemo C, 
ki je pri večjih V vodne faze manj stabilen. 
Preglednica XX: Relativni izkoristki [%] ekstrakcije WSV in FSV pri različnih volumskih 
razmerjih vodne (v) in organske (o) faze ter vpliv vrstnega reda topil. 
 B1 B2 B3 B5 B6 B12 C A-palm. D3 
RAZMERJE med 1 mM EDTA (v) in 0,05% (m/v) razt. BHT v n-heksanu (o) 
a) v:o = 6**:10 (v/v) 72,8 87,2 100,0 100,0 100,0 / * 100,0 53,1 39,1 
b) v:o = 10:10 (v/v) 89,1 91,2 84,3 84,7 98,2 / * 98,5 68,0 100 
c) v:o = 25:10 (v/v) 100,0 100,0 99,9 97,2 94,5 / * 79,2 100,0 44,4 
 
VRSTNI RED EKSTRAKCIJE (o:v = 1:1): 
0,05% BHT v n-heksanu 
+ 1 mM EDTA 
100,0 78,5 99,2 100,0 100,0 / * 100,0 100,0 100,0 
1 mM EDTA + 
0,05% BHT v n-heksanu 
95,4 100,0 100,0 87,5 98,5 / * 91,7 91,5 33,1 
* Vsebnost B12 je v izdelku zelo nizka, zato ga nismo uspeli zaznati. 
** Ekstrakcijo smo izvedli s 6 mL vodne faze ter nato dopolnili do 10 mL. 
Nekoliko nižje izkoristke smo dobili v primeru A-palm. in D3, ki ju nismo uspeli 
ekstrahirati v celoti, ko smo vzorec najprej raztopili v 1 mM EDTA. Da bi zagotovili 
optimalno mešanje faz in dobro porazdelitev analitov med fazama, smo se odločili 
preveriti vpliv vrstnega reda ekstrakcijskega topila. Razmerje med organsko in vodno fazo 
je bilo enako (o:v = 1:1). V preglednici XX lahko opazimo, da so rezultati FSV boljši, če 
smo sirupu najprej dodali 0,05% razt. BHT v n-heksanu in šele nato ekstrahirali z 
1 mM EDTA (priloga 5, 2. postopek), saj se je več FSV porazdelilo v organsko fazo, kot 
če smo vzorec najprej redčili v 1 mM EDTA. Vrstni red ekstrakcije pa ni vplival na WSV, 
saj so izkoristki le-teh ostali primerljivi, z izjemo B2 (preglednica XX).  
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Na osnovi predhodnih ugotovitev smo ekstrakcijo začeli z dodatkom sirupa v organsko 
topilo (0,05% razt. BHT v n-heksanu). Zanimalo nas je, koliko ekstrakcij je potrebnih, da 
dosežemo ustrezne rezultate WSV, še posebej za B2, ki se je izkazal za najbolj 
problematičnega. Zato smo izvedli večkratno ekstrakcijo organske faze z 1 mM EDTA, po 
vsaki stopnji pa smo določili delež posameznega ekstrahiranega vitamina v primerjavi z 
neposrednim raztapljanjem v vodnem mediju. Med večkratno ekstrakcijo z 1 mM EDTA 
smo ugotovili, da za ustrezno porazdelitev WSV zadostujeta že dve stopnji ekstrakcij, zato 
smo v nadaljnje vzorce ekstrahirali le dvakrat (slika 4), organsko fazo pa smo ves čas 
ohranili enako, s tem pa smo skrajšali tudi celoten čas ekstrakcijskega postopka. Vsebnost 
B12 je v izdelku 1 zelo nizka, zato ga nismo uspeli zaznati. 
 
Slika 4: Razmerje med izkoristki [%] treh zaporednih stopenj ekstrakcij z 1 mM EDTA. 
Pri nadaljnji optimizaciji ekstrakcijskega postopka smo preverjali ustrezno vodno fazo. 
Izbirali smo med MQ in vodno razt. EDTA. Iz slike 5 lahko razberemo, da so izkoristki 
ekstrakcij WSV z MQ primerljivi z 1 mM EDTA. Kljub temu pa smo se odločili za 
uporabo 1 mM EDTA, ker se je pri preverjanju stabilnosti izkazal kot stabilizator za B2 in 
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Slika 5: Primerjava ugotovljene vsebnosti WSV ob raztapljanju v MQ ali 1 mM EDTA. 
Iz predhodnih rezultatov smo ugotovili, da ima količina dodane vodne faze zelo 
pomembno vlogo pri ekstrakciji WSV iz sirupa. Z namenom, da bi se čim večji del WSV 
raztopil in porazdelil v vodno fazo, smo v naslednjih korakih ohranili V vodne faze 25 mL.  
Velik izziv med postopkom ekstrakcije pa so predstavljali FSV. Po tem ko smo našli 
optimalno vodno topilo za ekstrakcijo WSV, smo preizkusili, kako druga organska topila 
vplivajo na ekstrakcijo FSV, saj se je heksan izkazal kot preveč lipofilen za ta sistem in 
FSV nismo uspeli ekstrahirati iz vodne v organsko fazo v zadostnih količinah. V namen 
izboljšanja ekstrakcije FSV smo preverili še ACN, MeOH in MeOH s koncentrirano 
H3PO4, ki so boljši tudi z vidika samega eksperimentalnega dela, saj vzorce ni potrebno 
sušiti in raztapljati, zato bi postopek ekstrakcije postal še hitrejši in enostavnejši. Že prej 
smo ugotovili, da se FSV bolje porazdeljujejo v organsko fazo, zato smo 1 mL sirupa 
najprej raztapljali v različnih V organskega topila (2 in 4 mL) in šele nato dodali 1 mM 
EDTA (25 mL merilna bučka). Po dodatku določenega ekstrakcijskega topila je sledilo 
mešanje na vibracijskem mešalniku in soniciranje za čim boljše porazdeljevanje FSV v 
organsko fazo in WSV v vodno fazo (priloga 5, 3. postopek). Ob uporabi bolj polarnih 
organskih topil smo preverili ali pride do izgub WSV, saj lahko organska topila omejijo 
njihovo ekstrakcijo v vodno fazo ali pa jih destabilizirajo.  
Na osnovi preglednice XXI lahko sklepamo, da je za optimalne rezultate najbolj primeren 
MeOH, medtem ko ACN in dodatek kisline k MeOH destabilizirata vitamine. Večja 
količina dodanega MeOH vpliva na porazdeljevanje WSV in posledično so tudi nižji 
izkoristki ekstrakcije WSV. Najboljše izkoristke WSV smo dobili, ko smo v 25 mL merilni 
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Preglednica XXI: Vpliv organskega topila in V vodne faze na izkoristek [%] ekstrakcije 
WSV. 
 B1 B2 B3 B5 B6 B12 C 
IZBIRA ORGANSKEGA TOPILA: X mL organskega topila + 1 mL sirupa → do 25 mL 1 mM EDTA 
a) 4 mL ACN 45,2 149,9 130,9 122,1 51,1 / * 320,8 
b) 4 mL MeOH 75,1 149,9 143,9 124,4 149,7 / * 252,6 
c) 4 mL MeOH + 0,25 mL 
85% H3PO4 
40,7 146,4 51,7 121,6 14,5 / * 211,6 
d) 2 mL MeOH 109,7 135,2 132,7 118,6 143,6 / * 179,6 
 
VVODNE FAZE: 1 mL sirupa → X mL 1 mM EDTA 
a) do 5 mL 1 mM EDTA 114,1 138,6 136,8 116,9 144,8 / * 236,9 
b) do 25 mL 1 mM EDTA 118,4 142,8 134,7 120,6 146,6 / * 189,2 
c) do 50 mL 1 mM EDTA 133,8 147,0 139,3 123,1 149,8 / * 181,0 
* Vsebnost B12 je v izdelku zelo nizka, zato ga nismo uspeli zaznati. 
Zaradi izbire drugega organskega topila smo preverili, ali se dejansko vsi WSV uspešno 
ekstrahirajo v vodno fazo, zato smo 1 mL sirupa raztopili v različnih V 1 mM EDTA (brez 
dodanega organskega topila). Med primerjavo rezultatov (preglednica XXI) smo ugotovili, 
da sta bila najbolj problematična B1 in B6, ki se pri nizkih V vodne faze nista v celoti 
raztopila. Do odstopanja je prišlo tudi pri vit. C, pri katerem je najverjetneje razlog za nižje 
izkoristke pri večjih V vodne faze njegova nestabilnost, ki je bolj izrazita v razredčenih 
raztopinah.  
Ugotovili smo, da je tudi pri začetni ekstrakciji sirupa z MeOH potreben večji V vodne 
faze za čim boljše izkoristke WSV med optimizacijo postopka, kar lahko razberemo tudi iz 
preglednice XXII. Zato smo se odločili za uporabo 50 mL 1 mM EDTA pri nadaljnjem 
delu. Da bi v nadaljevanju ohranili začetno razmerje med vodno in organsko fazo (2 mL 
MeOH + 1 mL sirupa → do 25 mL 1 mM EDTA), smo povečali tudi V MeOH na 4 mL. 
Pri večjem V 1 mM EDTA smo izkoristek B1 in B6 še izboljšali, medtem ko so vsebnosti 
preostalih WSV in FSV ostale nespremenjene. Da bi našli optimalni V MeOH za čim 
boljši izkoristek FSV, smo primerjali uporabo 3 mL in 4 mL MeOH. Ugotovili smo, da 
večji V MeOH nima pomembnejšega vpliva na izkoristek ekstrakcije WSV, medtem ko se 
FSV bistveno boljše raztapljajo in ekstrahirajo pri večjem V MeOH. Kljub temu pa 
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prevelike količine MeOH ne bi bile primerne za vrednotenje FSV, saj bi bile njihove 
končne koncentracije v raztopinah prenizke zaradi prevelikega redčenja.   
Preglednica XXII: Izkoristki ekstrakcije [%] WSV in FSV pri različnih volumskih 
razmerjih organske (o) in vodne (v) faze ter volumen MeOH. 
 B1 B2 B3 B5 B6 B12 C A-palm. D3 
RAZMERJE MeOH (o) in 1 mM EDTA (v): 4 mL MeOH + 1 mL sirupa → X mL 1 mM EDTA 
a) o:v = 1:1  15,8 129,7 137,2 119,3 42,0 / * 259,1 155,9 128,3 
b) o:v = 1:2 45,6 140,5 144,7 125,1 119,2 / * 270,2 156,4 131,5 
c) o:v = 1:4 50,9 107,1 112,6 97,9 115,3 / * 147,9 152,4 132,9 
d) o:v = 1:5 56,5 106,1 110,7 96,2 117,1 / * 136,0 149,1 130,7 
e) o:v = 1:6 62,1 108,3 106,7 93,1 111,7  / * 135,7 153,0 132,9 
f) o:v = 1:10 126,8 148,9 141,9 109,2 153,0 / * 295,5 147,1 125,6 
 
VMeOH: X mL MeOH + 1 mL sirupa + 50 mL 1 mM EDTA 
a) 3 mL MeOH 123,4 149,2 145,1 111,0 155,7 / * 290,4 113,9 112,8 
b) 4 mL MeOH 126,8 148,9 141,9 109,2 153,0 / * 295,5 147,1 125,6 
* Vsebnost B12 je v izdelku zelo nizka, zato ga nismo uspeli zaznati. 
MeOH se dobro meša z vodo, zato smo pred dodatkom razt. EDTA odvzeli nekaj mL 
raztopljenega vzorca v MeOH za analizo FSV in šele nato dodali 50 mL 1 mM EDTA. 
Seveda pa smo s tem izgubili tudi nekaj hidrofilnih analitov. Da bi preverili preostanek 
WSV v pripravljeni raztopini, smo primerjali vsebnosti le-teh po odvzemu 0,5 mL in 
0,2 mL raztopljenega vzorca v MeOH, kar je minimalni volumen za analizo na HPLC in 
rezultate primerjali z vzorci pripravljenimi na enak način, a brez odvzema MeOH. Na 
sliki 6 lahko razberemo, da je izguba WSV v končni raztopini bistveno večja po odvzemu 
0,5 mL raztopljenega vzorca v MeOH, saj vsebnost vitaminov (B2, B3, B5, C) upade tudi 
za 10% ali več, glede na vzorec brez odvzema MeOH. Da smo imeli čim manjše izgube, 
smo v nadaljevanju jemali le 0,2 mL raztopljenega vzorca v MeOH, saj so bile izgube v 
tem primeru sprejemljive ( 4%). 
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Slika 6: Preostanek WSV v raztopini po odvzemu 0,2 mL in 0,5 mL raztopljenega vzorca v 
MeOH glede na vzorec brez odvzema MeOH. 
Z optimizacijo posameznih korakov smo tako razvili končni ekstrakcijski postopek za 
sirup (4 mL MeOH + 1 mL sirupa + 50 mL 1 mM EDTA), ki je podrobneje opisan v 
poglavju 3.3.3.1. Z uporabo končnega ekstrakcijskega postopka smo uspešno določili 
vsebnosti WSV in FSV v izbranem sirupu. Iz preglednice XXIII je razvidno, da so 
ugotovljene vsebnosti precej višje od navedenih vsebnosti vitaminov v izdelku 1. B6 in C 
presegata celo zgornjo mejo sprejemljivosti glede na USP priporočila za prehranska 
dopolnila, medtem ko so preostali vitamini v izdelku 1 znotraj tolerančnih mej. 
Preglednica XXIII: Ugotovljene vsebnosti vitaminov v sirupu. 
a) Vsebnost B12 je v izdelku zelo nizka, zato ga nismo uspeli zaznati. 




































































Ugotovljena vsebnost  Meje sprejemljivosti 












B1 0,061 0,079  129,9  90,0 – 250,0 
B2 0,06 0,084  139,7  90,0 – 150,0 
B3 0,64 0,86  133,6  90,0 – 150,0 
B5 0,52 0,56  108,2  90,0 – 150,0 
B6 0,07 0,11  155,0  90,0 – 150,0 
B12 0,066* / a) / a) 90,0 – 450,0 
C 2,16 5,58  258,1  90,0 – 250,0 
A-palm. 0,073 0,091  124,0 90,0 – 250,0 
D3 0,5* 0,59* 117,9 90,0 – 250,0 
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4.2.2 Ekstrakcija vitaminov iz mehkih kapsul 
Tudi pri kapsulah smo se lotili razvoja ekstrakcijskega postopka na osnovi predhodno 
razvitih postopkov avtorjev Grobin [47] za WSV in Srečnik [28] za FSV. Za razvoj in 
optimizacijo ekstrakcije WSV in FSV iz kapsul smo uporabili izdelek 2, ki vsebuje 
vitamine B1, B2, B3, B5, B6, B7, B9, B12, C, THFK, D3 in E-ac. 
Mehko kapsulo smo pred ekstrakcijo razrezali, saj smo s tem želeli zagotoviti, da se 
celotna vsebina kapsule raztopi v dodanem topilu. Mehke kapsule vsebujejo v večji meri 
oljne komponente in se bolje raztapljajo v organskem topilu, zato smo le-te najprej 
raztopili v n-heksanu (prevzeto iz postopka avtorice Srečnik [28]). V izdelku 2 sta bila 
prisotna le D3 in E-ac., ki pa sta stabilna, zato BHT ni potreben in ga pri ekstrakciji FSV iz 
kapsul nismo uporabljali. Heksanske ekstrakte smo posušili s prepihovanjem pod N2 pri 
30°C, za raztapljanje suhih ostankov pa smo uporabili ACN:THF (50:50, v/v) (MF D za 
HPLC). Pri sirupu smo ugotovili, da za uspešnost ekstrakcije WSV ni bilo bistvene razlike 
pri uporabi MQ ali vodne razt. EDTA, zato smo se pri kapsulah prav tako odločili za 
uporabo 1 mM EDTA kot vodnega ekstrakcijskega topila zaradi boljše stabilnosti 
vitaminov. 
Z namenom čim bolj enostavne ekstrakcije smo vsebino 1 kps raztopili najprej z n-
heksanom (brez vodne faze) v 25 mL oziroma 50 mL merilni bučki (priloga 6, 
1. postopek). Sledilo je soniciranje in stresanje na stresalniku, da bi se analiti dobro 
raztopili in porazdelili v organsko fazo. Ker mešanje faz lahko vpliva na izgubo analitov, 
smo FSV poanalizirali pred dodatkom 1 mM EDTA. Dobljene heksanske ekstrakte smo 
posušili v dveh paralelkah in suhe ostanke raztopili z MF D za HPLC. Volumne 
heksanskih ekstraktov in topila za raztapljanje smo prilagodili tako, da so koncentracije 
pripravljenih vzorcev ostale primerljive (preglednica XXIV). 
Preglednica XXIV: Relativni izkoristki [%] ekstrakcije FSV pri različnih V heksana. 
VHEKSANA  D3 E-ac. 
a) do 25 mL* sušenje 0,2 mL supernatanta in 
raztapljanje z 0,2 mL MF D za HPLC 
83,8 95,6 
100,0 85,3 
b) do 50 mL* sušenje 0,6 mL supernatanta in 
raztapljanje z 0,3 mL MF D za HPLC 
76,2 99,8 
78,0 100,0 
* Dobljene heksanske ekstrakte smo posušili v dveh paralelkah. 
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Iz preglednice XXIV je razvidno, da se E-ac. v 25 mL n-heksana ni popolnoma raztopil, 
zato je bil potreben večji V n-heksana, po drugi strani pa je D3 v izdelkih prisoten v zelo 
nizkih koncentracijah in bi bil v primeru večjega V heksana (50 mL ali več) lahko pod 
mejo določitve. Višje vsebnosti D3 smo dobili pri nižjem V heksana, vendar so bili 
rezultati zelo variabilni in posledično težko medsebojno primerljivi. Na osnovi 
pridobljenih rezultatov smo se odločili, da je za ekstrakcijo FSV s n-heksanom primernejši 
volumen 50 mL heksana, saj so rezultati najbolj ponovljivi, ugotovljena vsebnost E-ac. pa 
je višja. 
Mešanje vodne in organske faze lahko precej vpliva na izkoristek ekstrakcije WSV. 
Primerjali smo 4 različna razmerja med organsko (n-heksan) in vodno fazo (1 mM EDTA), 
ki so natančneje prikazana v preglednici XXV. Organsko fazo smo zbirali v 25 mL ali 
50 mL bučko, vodno fazo pa v 50 mL, 100 mL ali 200 mL bučko. Za zagotovitev dobrega 
porazdeljevanja analitov med fazama smo po vsakem dodatku 1 mM EDTA k heksanu 
stresali in intenzivno mešali raztopine. Iz preglednice XXV lahko ugotovimo, da vsebnosti 
WSV naraščajo z večanjem V vodne faze (do 100 mL). Kljub temu pa prevelik V vodnega 
topila (nad 100 mL) ni več primeren, saj so WSV v razt. manj stabilni ali pa so njihove 
koncentracije prenizke, da bi jih lahko točno ovrednotili. Najboljše rezultate smo dobili pri 
dodajanju 100 mL 1 mM ETDA k 50 mL n-heksana, zato smo se odločili, da bomo v 
nadaljevanju uporabili ta postopek (1 kps/50 mL n-heksana + 100 mL (2 ekstrakciji po 
50 mL) 1 mM EDTA).  
Preglednica XXV: Relativni izkoristki [%] ekstrakcije WSV pri različnih volumskih 
razmerjih organske (n-heksan) in vodne (1 mM EDTA) faze. 
 B1 B2 B3 B5 B6 B7 B9 B12 C THFK 
RAZMERJE n-HEKSANA (o) IN 1 mM EDTA (v): 1 kps/X mL heksana + Y mL 1 mM EDTA 
a) o:v = 25:50 (v/v) 95,8 96,8 83,1 98,4 99,8 78,0 90,9 100,0 92,6 98,4 
b) o:v = 25:100 (v/v) 97,4 100,0 85,1 87,6 98,1 91,8 97,4 94,4 91,8 93,0 
c) o:v = 50:100 (v/v) 100,0 100,0 90,7 100,0 100,0 100,0 100,0 84,7 100,0 100,0 
c) o:v = 50:200 (v/v) 94,7 97,2 100,0 97,1 95,2 / * 93,1 43,8 54,3 96,3 
* Koncentracija B7 pod LOQ. 
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Pri sirupu smo ugotovili, da za čim višji izkoristek in želeno ločitev analitov v posamezno 
topilo zadostujeta že dve stopnji ekstrakcij, kar smo preverili tudi za kapsule. Na enak 
način kot pri izdelku 1 smo ekstrakcijski postopek ponovili s tremi zaporednimi dodatki 
enakih količin vodne faze (1 mM EDTA) k organski fazi (n-heksan) (priloga 6, 
1. postopek). Na sliki 7 lahko opazimo, da tudi v tem primeru zadostujeta že dve stopnji 
ekstrakcije enakih količin 1 mM EDTA z n-heksanom, zato smo vse naslednje ekstrakcije 
ponovili le dvakrat. 
 
Slika 7: Razmerje med izkoristki [%] treh zaporednih stopenj ekstrakcij z 1 mM EDTA. 
Velik izziv med samim postopkom ekstrakcije WSV je predstavljal vit. C, za katerega 
nismo vedeli, ali je tako nestabilen ali pa ga nismo uspeli ekstrahirati v celoti, saj smo 
določili le manjši delež njegove navedene vsebnosti (približno 40%). To smo nato bolj 
raziskali z uporabo različnih topil, in sicer z MQ, EDTA različnih koncentracij (0,1 mM, 
1 mM, 50 mM in 100 mM) in MeOH, ter vrednotili tako uspešnost ekstrakcije kakor tudi 
stabilnost pripravljenih vzorcev. 1 mehko kps smo najprej razrezali, jo raztopili v 100 mL 
izbranih topil in nato 1 uro intenzivno mešali z magnetnim mešalom (priloga 6, 2. 
postopek).  
Iz preglednice XXVI je razvidno, da višja kot je koncentracija razt. EDTA, nižja je 
vsebnost vit. C, vsebnost B1 pa se povečuje. Vsebnosti ostalih WSV pa se s spreminjanjem 
koncentracije EDTA niso bistveno spremenile. Kljub temu, da smo dobili nepričakovane 
rezultate, pa smo pokazali, da višja koncentracija EDTA lahko v določenih primerih deluje 
tudi prooksidativno in tako destabilizira C. Za primerjavo smo razrezano mehko kapsulo 
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topila, a sta v tem primeru vsebnosti B1 in B3 nižji v primerjavi z razt. EDTA različnih 
koncentracij. Najslabše izkoristke za WSV smo dobili pri raztapljanju kapsule v MeOH. 
Preglednica XXVI: Vpliv različnih topil na izkoristke ekstrakcije WSV [%]. 
 B1 B2 B3 B5 B6 B7 B9 B12 C THFK 
RAZLIČNA TOPILA: 1 kps/100 mL topila (1h mešanja) 
a) MQ 78,3 114,0 96,5 108,8 124,0 148,8 108,2 91,3 83,8 108,2 
b) 0,1 mM EDTA 94,6 96,1 113,8 96,1 124,7 64,6 91,9 84,2 42,4 95,4 
c) 1 mM EDTA 108,4 111,5 112,5 104,9 127,7 102,2 113,7 93,0 43,7 99,8 
d) 50 mM EDTA 107,3 118,3 113,7 103,9 134,7 / * 109,3 93,6 34,1 97,5 
e) 100 mM EDTA 113,4 117,4 112,2 101,9 135,0 / * 116,1 93,1 30,3 104,7 
f) MeOH 4,0 102,8 90,9 108,5 56,7 0 51,2 43,0 13,1 82,3 
* Koncentracija B7 pod LOQ. 
Zaradi nizke vsebnosti C smo preverili v kolikšnem času se le-ta raztopi. Kapsulo smo 
raztopili v 100 mL 1 mM EDTA in med enournim mešanjem jemali VZ vsakih 15 min. 
neposredno iz bučke (priloga 6, 3. postopek). Da bi se popolnoma prepričali ali vsebnost 
WSV v bučki še vedno narašča, smo končni vzorec iz bučke ponovno analizirali po treh 
urah. Ugotovili smo, da je vzorec nehomogen, saj je pri večini WSV vsebnost po treh urah 
še vedno naraščala (slika 8). Z namenom, da bi se izognili morebitnemu vplivu svetlobe 
smo pri pripravi vzorca uporabili temno bučko, kar pa ni vplivalo na stabilnost C, saj ni 
bilo razlik s predhodnimi rezultati. 
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Za nadaljnje ekstrakcije smo kot polarno topilo izbrali MQ, ki je za večino WSV, še 
posebej pa za vit. C, najbolj optimalna, a je slabša za B1 in B3 (preglednica XXVI). Z 
namenom zagotavljanja izboljšanja ekstrakcije vseh WSV, vključno z B1, smo v 
nadaljevanju primerjali dva različna ekstrakcijska postopka. In sicer, najprej smo 1 kps 
raztopili v n-heksanu, nato pa smo prvo stopnjo ekstrakcije izvedli z MQ, naslednjo pa z 
1 mM EDTA. Dodatno smo izvedli tudi tretjo stopnjo ekstrakcije z 1 mM EDTA. Te 
rezultate smo primerjali z rezultati enakega poskusa, kjer smo v vseh treh stopnjah 
ekstrakcije uporabljali le MQ (priloga 6, 4. postopek).  
Iz slike 9 lahko razberemo, da so končne ugotovljene vsebnosti po LLE z MQ in 
kombinaciji z MQ in 1 mM EDTA med seboj precej primerljive, z izjemo B1, B12 in C. 
Izkoristka za B1 in C se po 2. in 3. ekstrakciji z 1 mM EDTA v primerjavi z MQ bistveno 
zmanjšata. Čeprav je vodna razt. EDTA iz stališča stabilnosti pripravljenih raztopin za 
analizo boljši medij od MQ, smo se glede na predhodno pridobljene rezultate odločili, da 
1 mM EDTA nikakor ni primerna za ekstrakcijo, saj le-ta ne omogoči zadovoljive 
ekstrakcije vit. C. Za ustrezno ekstrakcijo vseh WSV, še posebej vit. C, smo v nadaljnje 
uporabljali le MQ. Vzorce, pripravljene v MQ, pa smo vsakič analizirali takoj po pripravi, 
da vitamini v razt. ne bi prehitro razpadli. 
 
Slika 9: Absolutni izkoristki WSV [%] po LLE s a) 3-krat 50 mL MQ (1. stolpec) ali 
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V okviru optimizacije ekstrakcijskega postopka smo primerjali tudi vpliv stresanja in 
ročnega mešanja na porazdeljevanje vitaminov po dodani MQ. 1 kps smo na enak način 
kot prej najprej raztopili v n-heksanu, za tem pa sta sledili dve ekstrakciji z MQ (priloga 6, 
1. postopek). Po drugem dodatku MQ k n-heksanu, smo združeni fazi najprej stresali na 
stresalniku (20 min.), kasneje pa smo enaki postopek ponovili še z ročnim mešanjem lija 
ločnika (3 min.). Na osnovi prikazanega grafa na sliki 10 lahko opazimo, da dodatno 
stresanje ni izboljšalo rezultatov, ampak je zaradi daljšega postopka nekaj vitaminov delno 
razpadlo med samim postopkom. Da bi skrajšali čas celotnega ekstrakcijskega postopka in 
ohranili stabilnost vitaminov v vzorcih, smo se po dodani MQ odločili za ročno 3 minutno 
mešanje, s tem pa smo dosegli primerljivo oz. še boljšo homogenost in raztapljanje WSV 
kot pri 20 minutnem stresanju na stresalniku. 
 
Slika 10: Relativni izkoristki ekstrakcije WSV [%] po a) 20 min. stresanju na stresalniku 
(1. stolpec.) ali b) 3 min. ročnem mešanju v liju ločniku (2. stolpec). 
Dobljeni ekstrakti niso bili vedno bistri, zato smo morali vsak vzorec pred analizo na 
UHPLC sistemu še dodatno centrifugirati oziroma filtrirati (1 kps/100 mL 1 mM EDTA → 
centrifugiranje/filtriranje (0,2 μm ali 0,45 μm filter)), kar pa bi lahko tudi vplivalo na 
izgubo analitov (priloga 6, 2. postopek). Zato smo primerjali enak vzorec po 
centrifugiranju in po filtriranju skozi filtre z velikostjo por 0,2 μm in 0,45 μm, da bi 
preverili, če je kaj vzorca ostalo na filtru ali pa se je le-ta oboril. Na sliki 11 lahko 
opazimo, da je vsebnost WSV po centrifugiranju malenkost višja, vendar so razlike med 
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obema načinoma priprave vzorcev za analizo WSV minimalne. Koncentracija B7 je bila v 
vzorcu pod mejo zaznave, zato ga nismo vključiti. 
 
Slika 11: Vsebnost WSV v vodnem vzorcu kapsule po centrifugiranju in po filtriranju skozi 
0,2 μm in 0,45 μm filter. 
Ekstrakcijski postopki lahko zaradi predhodne priprave vzorca (stresanje, mešanje, 
soniciranje, centrifugiranje, filtriranje) trajajo dlje časa, kar pa lahko vpliva tudi na 
stabilnost analitov v raztopini. Z vidika boljše učinkovitosti LLE smo kot polarno topilo 
uporabili MQ, vendar nekateri vit. v njej niso stabilni. Da bi preverili, v kolikšnem času po 
pripravi vzorca je potrebna analiza, smo stabilnost vitaminov v vzorcu preverjali vsakih 30 
minut vse do 2 ur (priloga 6, 3. postopek). Za boljšo ponazoritev smo izdelali grafikon 
(slika 12), kjer lahko opazimo, da vsebnost B7, B12 in C začne kar hitro upadati, ostali 
WSV pa so stabilni vsaj 2 uri. 
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Na podlagi pridobljenih rezultatov smo oblikovali končni ekstrakcijski postopek (LLE s 
heksanom in MQ v razmerju 50:100 (v/v) (1 kps/50 mL heksan + 100 mL (2 ekstrakciji po 
50 mL) MQ) za kapsule, ki je podrobneje opisan v poglavju 3.3.3.2. V preglednici XXVII 
lahko opazimo, da sta ugotovljeni vsebnosti B1 in C v testiranih kapsulah nižji morda 
zaradi slabe porazdelitve in nestabilnosti v vodni fazi, medtem ko je vsebnost B7 v 
primerjavi z ostalimi vitamini precej visoka in presega mejo sprejemljivosti USP 
priporočil. 
Preglednica XXVII: Ugotovljene vsebnosti vitaminov v mehkih kapsulah. 
a) Med razvojem in optimizacijo ekstrakcijskega postopka smo menjali serijo izdelka, ki pa je imela drugačno 
sestavo kot prvotna. Izkazalo se je, da nekaj v sestavi kapsule moti odziv analita D3, zato ga nismo mogli 
uspešno ovrednotiti. 
* Enota je μg/kps. 
4.2.3 Ekstrakcija vitaminov iz tablet 
S pomočjo predhodno razvitih postopkov avtorjev Grobin [47] za WSV in Srečnik [28] za 
FSV smo se lotili razvoja ekstrakcijskega postopka še za eno izmed izbranih FO, in sicer 
za tablete. Za razvoj in optimizacijo ekstrakcije WSV in FSV iz tablet smo uporabili 





Ugotovljena vsebnost  Meje sprejemljivosti 













B1 1,4 1,2  87,8  90,0 – 150,0 
B2 1,4 1,6 114,9  90,0 – 150,0 
B3 18  18,7  104,9  90,0 – 150,0 
B5 6  6,5  108,0  90,0 – 150,0 
B6 1,9 2,4  125,5 90,0 – 150,0 
B7 30* 49,9* 166,4  90,0 – 150,0 
B9 200* 220,2* 110,1  90,0 – 150,0 
B12 2,6* 2,6* 98,0  90,0 – 150,0 
C 55  45,1  82,1  90,0 – 150,0 
THFK 208,2  204,3  98,1  90,0 – 150,0 
D3 5* / a) / a) 90,0 – 165,0 
E-ac. 15  22,0  146,5  90,0 – 165,0 
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Razvoj ekstrakcije WSV in FSV smo se odločili začeti v enakem razmerju organske in 
vodne faze. Pri tabletah smo za razliko od kapsul, katerih vsebina je oljnate narave, v prvi 
stopnji ekstrahirali WSV s hidrofilnim medijem (po principu opisanem v postopku avtorja 
Grobin [47]), nato pa smo izvedli ekstrakcijo FSV z organskim medijem (priloga 7, 
1. postopek). Postopek priprave vzorca smo začeli z 1 tbl, ki smo jo najprej zdrobili v 
terilnici, raztopili v 50 mL 1 mM EDTA in za 15 min. postavili v ultrazvočno kadičko, da 
so se WSV ustrezno raztopili. Sledila je ekstrakcija z 50 mL 0,05% razt. BHT v n-heksanu 
in 20 minutno stresanje raztopine. Tudi pri tabletah smo za organsko topilo izbrali n-
heksan, za stabiliziranje A-palm. pa smo k heksanu dodali BHT. Heksanske ekstrakte smo 
kasneje posušili pod tokom N2 pri 30°C, suhe ostanek pa raztopili z 0,01% razt. BHT. Za 
zagotovitev optimalnega mešanja faz in dobrega porazdeljevanja analitov med fazama, je 
vsakič sledilo soniciranje, stresanje in intenzivno mešanje raztopin. Da bi preverili, ali je 
kaj FSV po ekstrakciji z organskim topilom ostalo v vodni fazi, smo tudi v primeru tablet 
ekstrakcijo najprej ponovili v treh zaporednih stopnjah, kjer smo predhodno raztopljeno 
tableto v 1 mM EDTA trikrat ekstrahirali z enako količino sveže 0,05% razt. BHT v n-
heksanu. Že pri sirupu in kapsulah smo ugotovili, da se tudi WSV ne ekstrahirajo v celoti v 
enem koraku, zato smo dobljeno organsko fazo (po 1. ekstrakciji) še dvakrat ekstrahirali z 
enako količino sveže 1  mM EDTA. 
Na sliki 13 lahko opazimo, da za ustrezen izkoristek zadostujeta že dve stopnji ekstrakcije, 
tako v primeru ekstrakcije vodne faze z organsko kot tudi obratno. Izkoristki WSV in FSV 
v 3. stopnji ekstrakcije so minimalni, zato smo vzorce v nadaljnje ekstrahirali le dvakrat. 
Najbolj nas je presenetil rezultat za B9, saj smo največji delež ekstrahirali med 2. 
ekstrakcijo. Iz tega lahko sklepamo, da se B9 na začetku ni dobro raztopil ali pa se je 
porazdelil med vodno in organsko fazo, 11% B9 pa še vseeno ostane v organski fazi po 2. 
ekstrakciji. 
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Slika 13: Razmerje med izkoristki [%] treh zaporednih stopenj ekstrakcij WSV z 1 mM 
EDTA in FSV z 0,05% razt. BHT v n-heksanu. 
Zaradi manjših volumnov vodnega medija se določeni WSV (izrazito B9) niso v celoti 
raztopili, zato smo V vodne faze povečali na 90 mL, prav tako pa smo preverili vpliv 
organskega topila med postopkom ekstrakcije na WSV (priloga 7, 2. postopek). 
Zdrobljeno tableto smo raztopili v 90 mL 1 mM EDTA, dali za 15 min. na ultrazvočno 
kadičko in analizirali vodno fazo pred ekstrakcijo z organskim topilom, temu pa je sledil 
dodatek 50 mL 0,05% razt. BHT v n-heksanu. Po dodanem organskem topilu je sledilo 20 
minutno stresanje na stresalniku, da sta se fazi dobro premešali. Fazi smo nato ločili v liju 
ločniku in vodno fazo zbirali v 100 mL bučki, ki smo jo dopolnili do oznake z 
1 mM EDTA in jo ponovno analizirali (po 1. ekstrakciji z organskim topilom). Organski 
fazi smo nato še enkrat dodali zbranih 100 mL predhodno poanaliziranega vodnega vzorca 
in svežih 90 mL 1 mM EDTA ter raztopino dobro ročno premešali (približno 3 min.). 
Dobljeno vodno fazo smo zbirali v 200 mL bučko, ki smo jo dopolnili do oznake z 
1 mM EDTA in ponovno analizirali (po 2. ekstrakciji z organskim topilom). Vsako 
dobljeno vodno fazo smo ločeno analizirali pred in po ekstrakciji z organskim topilom. Iz 
slike 14 lahko razberemo, da dodatek organskega topila k vodni fazi vpliva na WSV, saj 
vsebnost le-teh po ekstrakciji z 0,05% razt. BHT v n-heksanu močno upade, zato smo v 
nadaljnje vzorce za analizo WSV vzeli pred dodatkom organskega topila, jih 5 min. 
centrifugirali pri 13200 obratih in bistri supernatant analizirali.  
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Slika 14: Vsebnost WSV pred in po ekstrakciji vodnega vzorca z 0,05% BHT v n-heksanu. 
Največ težav smo med optimizacijo postopka imeli z B7, B9 in C zaradi prenizkih 
dobljenih vrednosti. Da bi ekstrakcijo le-teh iz tablet čim bolj izboljšali, smo preverili 
vpliv različnih polarnih topil (priloga 7, 3. in 4. postopek). V terilnici smo 1 tableto najprej 
zdrobili in jo raztopili v 90 mL različnih vodnih topil (MQ, 1 mM EDTA in 1 mM EDTA z 
1 mM NaOH). Iz preglednice XXVIII je razvidno, da se je za najbolj uspešno vodno topilo 
izkazala 1 mM EDTA.  
Z namenom popolnega razpada tablete in zagotavljanja homogenosti vzorca smo vključili 
tudi 15 minutno soniciranje oziroma 1 urno mešanje na magnetnem mešalu in primerjali 
rezultate (preglednica XXVIII). Ugotovili smo, da vit. C v raztopini ni stabilen in med 
enournim mešanjem skoraj v celoti razpade, zato smo vzorce želeli pripraviti v najkrajšem 
možnem času. Kljub intenzivnemu mešanju pa prav tako nismo uspeli izboljšati izkoristek 
ekstrakcije za B7 in B9. Ker sta slabše topna v 1 mM EDTA, smo k 100 mL vodne razt. 
dodali tudi bazo (do 2-krat po 1 mL 0,1 M NaOH), s katero smo želeli izboljšati njuno 
raztapljanje, kar pa se ni izkazalo za uspešno. Naslednji pristop za povečanje deleža 
raztopljenih WSV je bil povečanje V vodne faze – od 50 do 250 mL. Šele ko smo 
povečevali V vodne faze (200 mL ali več) se je izkoristek za B9 bistveno povečal, medtem 
ko je B7 v izdelku 3 prisoten v zelo nizkih koncentracijah in ga je bilo težje zaznati. Pri 
uporabi večjega volumna vodnega topila je najverjetneje nastajal nov razpadni produkt, ki 
ima podoben Rt kot B7 in je prekril njegov kromatografski vrh. V nadaljevanju smo 












































































































90 mL (pred dodatkom org. faze) 100 mL (po 1. ekstrakciji) 200 mL (po 2. ekstrakciji)
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premešali (približno 3 min.) in 15 min. sonicirali v ultrazvočni kopeli, kar se je za B7, B9 
in C izkazalo za najbolj uspešno, 1 urno mešanje pa smo izključili iz postopka. Do 
ogromnih presežkov je med optimizacijo prišlo pri B12. Po natančnem pregledu 
kromatogramov in primerjavi UV-spektrov smo ugotovili, da se pri enakem Rt eluira tudi 
neka druga komponenta iz izdelka 3, kar vpliva na vrednotenje vsebnosti B12. 
Preglednica XXVIII: Vpliv različnih topil in V vodne faze na izkoristek ekstrakcije [%] 
WSV. 
 B1 B2 B3 B5 B6 B7 B9 B12 C 
TOPILO: 1 tbl + 90 mL topila → 15 min. soniciranja / 1 h mešanja na magnetnem mešalu 
a) MQ, UZ 
(15 min.) 
120,8 77,1 104,0 130,7 125,2 76,2 0,3 620,8 81,7 
b) 1 mM EDTA, 
UZ (15 min.) 
154,6 100,3 109,2 136,0 132,8 27,0 49,8 1078,3 89,7 
c) 1 mM EDTA z 
1 mM NaOH, 
UZ (15 min.) 
143,8 93,0 108,1 135,0 130,1 41,7 28,1 1027,7 93,5 
d) 1 mM EDTA, 
mešanje (1h) 
132,8 79,1 104,2 124,8 102,1 64,6 17,1 727,8 1,8 
 
DODATEK BAZE:  1 tbl + 100 mL 1 mM EDTA + X mL 0,1 M NaOH → 15 min. soniciranja 
a) 1 mM EDTA 153,6 96,7 105,0 132,9 123,4 76,3 63,5 798,5 80,9 
b) 1 mM EDTA + 
1 mL 0,1 M NaOH 
132,9 82,1 102,2 125,5 108,4 77,6 32,2 675,5 50,1 
c) 1 mM EDTA + 
2 mL 0,1 M NaOH 
112,8 78,6 101,5 123,3 104,0 79,6 31,0 629,0 37,5 
 
VVODNE FAZE: 1 tbl + X mL 1 mM EDTA → 3 min. ročnega mešanja, 15 min. soniciranja 
a) 50 mL 140,1 86,9 106,2 128,4 124,8 51,9 29,3 960,8 50,6 
b) 100 mL 129,6 94,6 109,6 136,9 126,5 77,9 43,6 999,7 82,8 
c) 200 mL 142,7 105,5 107,2 136,0 131,7 70,0 132,9 811,6 88,1 
d) 250 mL 147,0 107,0 107,0 137,4 136,5 / * 140,0 815,5 60,1 
* B7 je v izdelku 3 prisoten v zelo nizkih koncentracijah in ga je bilo težje zaznati. Ob uporabi večjega 
volumna vodnega topila je nastajal razpadni produkt, ki je prekril njegov kromatografski vrh.   
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Ko smo dobili zadovoljive rezultate za ekstrakcijo WSV, smo preverili še ekstrakcijo FSV 
(preglednica XXIX). Vodnim ekstraktom tablet smo dodajali različne V 0,05% razt. BHT v 
n-heksanu (50 mL oz. 100 mL) in stresali 20 min. na stresalniku z namenom 
porazdeljevanja FSV iz vodne v organsko fazo. Že prej smo ugotovili, da nekaj FSV po 
1. ekstrakciji z organskim topilom še vedno ostane v vodni fazi (slika 13), zato smo vodno 
fazo ekstrahirali v dveh stopnjah z enakimi količinami 0,05% razt. BHT v n-heksanu. Iz 
preglednice XXIX je razvidno, da več kot smo dodali n-heksana z BHT, boljše so se FSV 
porazdelili v organsko fazo, medtem ko večji V vodne faze (200 mL) presenetljivo ni 
vplival na izkoristek FSV. Po vsakem ekstrakcijskem postopku FSV iz tablet je sledilo tudi 
sušenje heksanskih ekstraktov. Kljub temu, da smo najvišje vsebnosti dobili pri 0,5 mL 
odvzetega vzorca, smo se zaradi nizkih in variabilnih odzivov za D3 in K1 odločili za 
1,5 mL ekstrakta, ki smo ga posušili in raztopili z 0,5 mL 0,01% razt. BHT 
(preglednica XXIX).  
Preglednica XXIX: Določena vsebnost [%] FSV glede na navedeno med optimizacijo 
postopka. 
 A-palm. D3 E-ac K1 
VHEKSANA:  1 tbl + 100 mL 1 mM EDTA + X mL 0,05% razt. BHT → 0,5 mL heksanskega 
ekstrakta/0,5 mL 0,01% razt. BHT 
a) 100 mL (2 ekstrakciji po 50 mL) 280,7 156,5 167,0 171,4 
b) 200 mL (2 ekstrakciji po 100 mL) 308,4 172,5 183,5 338,3 
 
VHEKSANSKEGA EKSTRAKTA: 1 tbl + 100 mL 1 mM EDTA + 200 mL 0,05% razt. BHT → X mL heksanskega 
ekstrakta/0,5 mL 0,01% razt. BHT 
a) 0,5 mL 308,4 172,5 183,5 338,3 
b) 1 mL 281,6 151,4 179,3 246,7 
c) 1,5 mL 278,3 148,1 175,9 219,2 
 
VVODNE FAZE: 1 tbl + X mL 1 mM EDTA + 200 mL 0,05% razt. BHT → 1,5 mL heksanskega ekstrakta/0,5 
mL 0,01% razt. BHT 
a) 100 mL 278,3 148,1 175,9 219,2 
b) 200 mL 274,5 191,4 197,0 238,7 
 
Končni ekstrakcijski postopek za tablete (1 tbl + 200 mL 1 mM EDTA + 200 mL 
(2 ekstrakciji po 100 mL) 0,05% razt. BHT v n-heksanu) je podrobneje opisan v 
poglavju 3.3.3.3. Iz preglednice XXX je razvidno, da so pri večini vitaminov ugotovljene 
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vsebnosti precej višje, kot so navedene v izdelku 3. Če primerjamo dobljene vsebnosti z 
navedenimi priporočili za prehranska dopolnila v USP, lahko opazimo, da A-palm. in E-ac. 
presegata zgornjo mejo sprejemljivosti, medtem ko je vsebnost vit. C v primerjavi s 
preostalimi vitamini v izdelku 3 nižja. Ugotovljene vsebnosti B12 niso relevantne, saj se 
pri enakem retencijskem času eluira tudi neka druga komponenta iz izdelka 3, ki vpliva na 
vrednotenje vsebnosti B12. 
Preglednica XXX: Ugotovljene vsebnosti vitaminov v tabletah. 
a) Naveden je retinol, prisoten pa je A-palm. 
b) Zaradi interference rezultat ni relevanten. 
* Enota je μg/tbl. 
4.3 VREDNOTENJE ANALIZNEGA POSTOPKA 
S predhodno razvitima analiznima metodama in optimiziranimi ekstrakcijskimi postopki 
smo želeli doseči čim višje in ponovljive izkoristke ekstrakcije, ki smo jih določili na 
osnovi metode standardnega dodatka, opisano v poglavju 3.5. Da bi preverili, ali je razviti 
ekstrakcijski postopek ustrezen na vseh treh FO, smo za vsako posamezno FO vrednotili 
učinkovitost ekstrakcije, ponovljivost priprave vzorcev in ponovljivost injiciranja.  
Za mejo sprejemljivosti izkoristka ekstrakcije smo postavili interval 90% – 110%, ki ga 




Ugotovljena vsebnost Meje sprejemljivosti 













B1 1,13  1,7  146,3 90,0 – 150,0 
B2 1,4  1,5  107,1 90,0 – 150,0 
B3 16  17  106,1 90,0 – 150,0 
B5 6  8,1  134,4 90,0 – 150,0 
B6 1,4  1,8  131,7 90,0 – 150,0 
B7 50* 49* 95,5 90,0 – 150,0 
B9 0,2  0,3  127,1 90,0 – 150,0 
B12 2,5* 22* 867,6 b) 90,0 – 150,0 
C 80  55  68,7 90,0 – 150,0 
A-palm.a) 0,8  2,1  278,1 90,0 – 165,0 
D3 5* 5,9* 118,8 90,0 – 165,0 
E-ac. 12 20,7  183,6 90,0 – 165,0 
K1 25* 30,0* 143,0 90,0 – 165,0 
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preostalih vitaminov pa so bili znotraj postavljenega intervala (preglednica XXXI). Da bi 
dokazali ponovljivost ekstrakcijskega postopka med vzorci, smo postopek ekstrakcije pri 
vseh treh izdelkih ponovili v treh paralelkah. Ponovljivost injiciranja posameznih vzorcev 
pa smo preverili tako, da smo uporabili enega izmed pripravljenih vzorcev izbranega 
izdelka in ga injicirali 5-krat zapored. V primeru ponovljivost ekstrakcijskega postopka in 
ponovljivost injiciranja vzorca smo za mejo sprejemljivosti postavili vrednost RSD < 5%. 
Iz preglednice XXXI je razvidno, da so rezultati zelo ponovljivi. 
Med optimizacijo ekstrakcijskega postopka smo ugotovili, da je C v izdelku 2 precej 
nestabilen. Posledično so bile ugotovljene vsebnosti zaradi njegovega razpada v razt. 
pogosto nižje od navedenih vsebnosti. V izdelku 3 smo določili presežne količine B12. Na 
osnovi pregleda UV-spektrov B12 smo zaznali spremembo UV-spektra v vzorcu izdelka 3 
(v primerjavi s standardom B12), iz česar lahko sklepamo na interferenco z določeno 
komponento iz izdelka 3, kar je seveda vplivalo na končno ugotovljeno vsebnost. Pri višjih 
λ (nad 350 nm) je bilo prisotnih več neznanih kromatografskih vrhov, zato je velika 
verjetnost, da je v izdelku 3 namesto navedenega B2 v prosti obliki prisoten riboflavin 
fosfat. Do večjih odstopanj od navedene vsebnosti je prišlo tudi pri B7. To lahko pripišemo 
dejstvu, da je vsebnost le-tega v izdelku precej nizka, kar lahko prispeva k temu, da je 
vsebnost v zmesi nehomogena, posledično pa pride do večja variabilnost med rezultati in 
manjše točnost določitve.  
Preglednica XXXI: Izkoristek učinkovitosti ekstrakcije [%], ponovljivost znotraj 
posameznih vzorcev (RSDVZ, n = 3) in ponovljivost injiciranja (RSDINJ, n = 5) za sirupe, 






















B1 0,061 0,079 101,8 4,8 1,6 
B2 0,06 0,084 97,3 2,9 0,4 
B3 0,64 0,86 95,2 3,6 0,7 
B5 0,52 0,56 104,8 3,3 0,5 
B6 0,07 0,11 105,1 3,3 0,7 
B12 0,066* / a) / a) / a) / a) 
C 2,16 5,58 108,7 3,5 0,5 
A-palm. 0,073 46,97 108,1 0,4 0,1 
D3 0,5* 0,55* 100,7 2,3 0,1 
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a) Vsebnost B12 je v izdelku zelo nizka, zato ga nismo uspeli zaznati. 
b) Med razvojem in optimizacijo ekstrakcijskega postopka smo menjali serijo izdelka, ki pa je imel drugačno 
sestavo kot prvotni in nekaj v sestavi kapsule moti odziv analita D3, zato ga nismo mogli kvantitativno 
ovrednotiti. 
c) Naveden je retinol, prisoten pa je A-palm. 














B1 1,4 1,2 98,2 4,4 0,2 
B2 1,4 1,6 95,1 1,3 0,1 
B3 18 18,7 98,1 1,1 0,02 
B5 6 6,5 98,3 0,5 0,1 
B6 1,9 2,4 99,0 0,7 0,1 
B7 30* 49,9* 107,2 4,3 1,1 
B9 200* 220,2* 100,0 3,3 0,1 
B12 2,6* 2,6* 99,1 5,4 2,4 
C 55 45,1 71,9 2,3 0,8 
THFK 208,2 204,3 97,9 2,8 0,1 
D3 5* / b) / b) / b) / b) 













B1 1,13 1,7 99,0 3,3 0,8 
B2 1,4 1,5 92,0 0,4 1,2 
B3 16 17 98,5 1,4 0,2 
B5 6 8,1 99,2 1,3 0,2 
B6 1,4 1,8 98,6 2,0 0,6 
B7 50* 49* 70,8 4,0 2,0 
B9 0,2 0,3 94,4 2,5 2,5 
B12 2,5* 22* 362,3 3,1 4,3 
C 80 55 101,3 1,5 3,2 
A-palm.c) 0,8 2,1 94,2 3,1 0,5 
D3 5* 5,9* 100,1 1,0 1,6 
E-ac. 12 20,7 101,2 4,8 0,2 
K1 25* 30,0* 93,6 4,7 3,6 
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4.4 UPORABNOST EKSTRAKCIJSKIH POSTOPKOV 
Razvili in optimizirali smo enostavne ekstrakcijske postopke za sočasno ločevanje 
10 WSV in 5 FSV iz različnih FO (sirup, kapsule, tablete) v najkrajšem možnem času. Da 
bi dokazali uporabnost našega postopka, smo rezultate, pridobljene po optimiziranih 
končnih ekstrakcijskih postopkih, primerjali z rezultati, ki smo jih dobili z uporabo 
predhodno razvitih postopkov avtorjev Srečnik [28] za FSV in Grobin [47] za WSV. Končni 
postopki ekstrakcije za vse tri FO so natančneje opisani v poglavju 3.3.3.  
Sirup smo raztopili posebej v organskem topilu (ACN:THF:MQ (50:45:5, v/v/v) za 
določitev FSV po postopku avtorice Srečnik [28] in v vodnem topilu (1 mM EDTA) za 
določitev WSV po postopku avtorja Grobin [47] ter dobljene rezultate primerjali z našim 
optimiziranim ekstrakcijskim postopkom (MeOH in 1 mM EDTA) (preglednica XXXII).  
V preglednice XXXII lahko opazimo, da so rezultati WSV med seboj primerljivi, razen C. 
Razlog za odstopanje vit. C pri predhodno razvitem postopku je najverjetneje nestabilnost, 
saj je po 1 h mešanja precej razpadel. Rezultata za vsebnost A-palm. in D3 sta po 
prevzetem postopku bistveno nižja, saj je raztapljanje FSV iz sirupa oteženo z mešanico 
ACN, THF in MQ.  
Preglednica XXXII: Primerjava vsebnosti [%] glede na navedeno vsebnost pri vpeljanih in 
privzetih ekstrakcijskih postopkih za sirup. 
WSV B1 B2 B3 B5 B6 B12 C 
4 mL MeOH + 1 mL sirup + 
50 mL 1 mM EDTA  
126,8 148,9 141,9 109,2 153,0 / * 295,5 
1 mL S → 50 mL 1 mM EDTA 
(1 h mešanja) [47]   
133,8 147,0 139,3 123,1 149,8 / * 181,0 
FSV A-palm. D3 
4 mL MeOH + 1 mL sirup 147,1 125,6 
4 mL ACN:THF:MQ (50:45:5, v/v/v) + 1 mL S [28] 63,9 37,2 
* Vsebnost B12 je v izdelku zelo nizka, zato ga nismo uspeli zaznati. 
Na enak način smo uporabnost postopka preverili tudi za kapsule in tablete. Iz 
preglednice XXXIII je razvidno, da smo v primeru kapsul dobili primerljive rezultate med 
postopkoma, kar smo za FSV tudi pričakovali, saj je bil začeten del ekstrakcije podoben v 
obeh primerih. V primeru WSV smo pričakovali večje razlike med rezultati, saj smo za 
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vodno topilo izbrali MQ, v kateri so nekateri WSV manj stabilni in po 1 uri mešanja 
razpadejo, zato smo vzorec stresali le 20 minut. Kljub temu pa so ugotovljene vsebnosti 
WSV iz obeh postopkov zelo podobne, z izjemo vit. C, ki v privzetem ekstrakcijskem 
postopku razpade za približno 50%.  
Preglednica XXXIII: Primerjava vsebnosti [%] glede na navedeno vsebnost pri vpeljanih 
in privzetih ekstrakcijskih postopkih za kapsule. 
WSV B1 B2 B3 B5 B6 B7 B9 B12 C THFK 
1 kps/50 mL heksana + 
100 mL MQ  
87,8 114,9 104,9 108,0 125,5 166,4 110,1 98,0 82,1 98,1 
1 kps + 100 mL 1 mM 
EDTA (1 h mešanja) [47] 
108,4 111,5 112,5 104,9 127,7 /* 113,7 93,0 43,7 99,8 
FSV D3 E-ac. 
1 kps/50 mL heksana → 0,6 mL VZ/0,3 mL ACN:THF (50:50, v/v) 183,7 165,3 
1 kps + 5 mL THF/100 mL heksana → 2 mL VZ/1 mL ACN:THF:MQ 
(50:45:5, v/v/v) [28] 
168,3 167,0 
1 kps + 5 mL THF/100 mL heksana → 0,5 mL VZ/1 mL ACN:THF:MQ 
(50:45:5, v/v/v) [28] 
160,0 158,8 
* Koncentracija B7 pod LOQ. 
Tudi v primeru tablet je prišlo do manjšega odstopanja med ugotovljenimi vsebnosti pri 
končnih in privzetih ekstrakcijskih postopkih (preglednica XXXIV), saj nekateri WSV v 
1 mM EDTA po 1 urnem mešanju na magnetnem mešalu delno razpadejo ali se ne 
raztopijo v celoti (recimo B2, B9, C). V primerjavi s privzeto metodo so bili v velikem 
prebitku tudi FSV, na kar bi lahko vplivala različna izbira organskih topil in večji V 
organske faze. 
Preglednica XXXIV: Primerjava vsebnosti [%] glede na navedeno vsebnost pri vpeljanih 
in privzetih ekstrakcijskih postopkih za tablete. 
WSV B1 B2 B3 B5 B6 B7 B9 B12 C 
1 tbl + 200 mL 1 mM EDTA 
(15 min. soniciranja) 
142,7 105,5 107,2 136,0 131,7 70,0 132,9 811,6 88,1 
1 tbl + 200 mL 1 mM EDTA 
(1 h mešanja) [47] 
132,8 79,1 104,2 124,8 102,1 64,6 17,1 727,8 1,8 
Andreja Horvat  Magistrska naloga 
64 
FSV A-palm. D3 E-ac. K1 
1 tbl + 200 mL 1 mM EDTA + 2x 100 mL 0,05% razt. BHT v 
n-heksanu → 1,5 mL ekstrakta/0,5 mL 0,01% razt. BHT 
274,5 191,4 197,0 238,7 
1 tbl + 2 mL 0,1% H3PO4 + 8 mL n-heksan → 1 mL 
ekstrakta/1 mL 0,01% razt. BHT [28] 
107,9 146,3 102,0 72,5 
Primerjava rezultatov je pokazala, da so novi optimizirani ekstrakcijski postopki primerni 
za sočasno ločitev WSV in FSV, saj dosežemo primerljive oziroma še višje izkoristke 
ekstrakcije kot pri ločeni uporabi dveh postopkov v bistveno krajšem času. Prednost 
novega ekstrakcijskega postopka je tudi ta, da potrebujemo manj izdelka in drugih 
reagentov za analizo, saj lahko na enkrat oz. sočasno pripravimo vzorce za analizo obeh 
skupin vitaminov. 
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5. SKLEPI 
→ Uspešno smo validirali kromatografski metodi na osnovi UHPLC in HPLC za 
vrednotenje vitaminov v oblikah, ki se najpogosteje pojavljajo v multivitaminskih 
izdelkih: 
- Metoda UHPLC-DAD za vrednotenje 10 WSV (askorbinska kislina (C), 
tiaminijev klorid (B1), riboflavin (B2), nikotinamid (B3), kalcijev pantotenat (B5), 
piridoksinijev klorid (B6), biotin (B7), folna kislina (B9), cianokobalamin (B12) in 
tetrahidrofolna kislina (THFK)). 
- Metoda HPLC-UV za vrednotenje 5 FSV (A-acetat, A-palmitat, D3, K1 in E-
acetat). 
- Metodi smo preverili v skladu s smernicami ICH in potrdili naslednje parametre: 
selektivnost, linearnost, točnost, natančnost (ponovljivost) in stabilnost vzorcev, s 
tem pa tudi potrdili primernost kromatografskih metod za nadaljnjo vrednotenje 
vitaminov. 
→ Uspešno smo razvili in optimizirali postopek za sočasno ekstrakcijo obeh skupin 
vitaminov (WSV in FSV) iz različnih FO (sirup, kapsule in tablete), saj ga v strokovni 
literaturi nismo zasledili. 
- Sirup: 1 mL sirupa smo najprej raztopili v 4 mL MeOH. Minimalni del tega vzorca 
smo odvzeli in določili vsebnost FSV, preostalemu pa smo dodali točno 50 mL 
1 mM EDTA za določitev WSV. 
- Kapsule: Razrezano mehko kapsulo smo raztopili v 50 mL n-heksana. Manjši 
delež dobljenih vzorcev smo posušili, raztopili z ACN:THF v razmerju 50:50 (v/v) 
in določili vsebnost FSV. Preostali heksanski del smo 2-krat ekstrahirali z 50 mL 
MQ. Dobljena vodna ekstrakta smo združili in ovrednotili WSV. 
- Tablete: V 200 mL 1 mM EDTA smo raztopili zdrobljeno tableto in manjši delež 
vzorca uporabili za vrednotenje WSV. Preostalo vodno fazo smo 2-krat 
ekstrahirali z 100 mL 0,05% razt. BHT v n-heksanu. Heksanske ekstrakte smo 
posušili, raztopili z 0,01% razt. BHT in določili vsebnost FSV. 
→ Z razvitimi ekstrakcijskimi postopki smo dosegli ponovljive (RSD < 5%) in visoke 
izkoristke učinkovitosti ekstrakcije, ki so bili pri večini vitaminov znotraj postavljenih 
meja (90% – 110%), z izjemo C v izdelku 2 ter B7 in B12 v izdelku 3.  
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- C je precej nestabilen v vodni raztopini, zato so bile ugotovljene vsebnosti pogosto 
nižje od navedenih vsebnosti. 
- B7 in B12 se nahajata v nizkih koncentracijah, zato je njuno kvantitativno 
ovrednotenje pogosto oteženo. 
→ Na osnovi vpeljanega analiznega postopka smo ugotavljali vsebnost vitaminov v 
testiranih izdelkih. Ugotovljene vsebnosti vitaminov smo nato primerjali z navedenimi 
vsebnosti in skladnosti z USP priporočili za prehranska dopolnila. 
- Ugotovljene vsebnosti vitaminov so bile precej višje, kot so navedene v izdelkih. 
- Vsebnosti vitaminov so bile v večini znotraj meje sprejemljivosti glede na USP 
priporočila za prehranska dopolnila, kljub temu pa je bilo nekaj vitaminov izven 
postavljenih meja. 
- V izdelku 3 smo ugotovili neskladja z navedenimi oblikami učinkovin. 
→ Razvite postopke za sočasno ekstrakcijo vitaminov smo primerjali s predhodno 
razvitimi ločenimi postopki Grobina [47] za WSV in Srečnikove [28] za FSV ter potrdili 
primerljive oziroma v nekaterih primerih še boljše rezultate za vse tri FO.  
→ Prednosti razvitega ekstrakcijskega postopka pred vsemi predhodno objavljenimi 
postopki je možnost sočasne ekstrakcije vitaminov iz izdelka v bistveno krajšem času, 
pri tem pa se porabi manj izdelka za pripravo vzorca in analizo.  
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7. PRILOGE 
Priloga 1: Priprava osnovnih raztopin (OR) standardov za vrednotenje metod. 









B1 10 5 1 mM EDTA 2000 
B2 4 25 1 mM NaOH 160 
B3 8 25* 1 mM EDTA 320 
B5 3 25* 1 mM EDTA 120 
B6 10 5 1 mM EDTA 2000 
B7 5 25 1 mM EDTA z 1 mM NaOH 200 
B9 5 25 1 mM EDTA z 1 mM NaOH 200 
THFK 5 25 1 mM EDTA z 1 mM NaOH 200 
C 40 25* 1 mM EDTA 1600 





A-ac. 5 5 0,05% BHT v MeOH 1000 
A-palm. 12,5 50* 0,05% BHT v MeOH 250 
D3 5 10 MeOH 500 
E-ac. 5 5 MeOH 1000 
K1 6 10 MeOH 600 
A-ac. 5 5 0,05% BHT v n-heksanu 1000 
A-palm. 12,5 50* 0,05% BHT v n-heksanu 250 
D3 5 5 0,05% BHT v n-heksanu 1000 
E-ac. 25 50* 0,05% BHT v n-heksanu 500 
K1 5 5 0,05% BHT v n-heksanu 1000 
Andreja Horvat  Magistrska naloga 
72 




































* Izhajali smo iz zavedene kalibracijske raztopine. 
** 0,5 mL 100% raztopine smo odpipetirali v 5 mL merilno bučko in z 0,05% BHT v n-heksanu dopolnili do 
oznake.  




(1 mM EDTA) 
5% (iz 10%*) 300 300 
10% (iz 100%*) 100 900 
25% (iz 100%*) 250 750 
50% 125 875 
100% 250 750 
200% 500 500 
400% 1000 0 
QCL 30% (iz 300%*) 100 900 
QCM 90% 225 775 
QCH 300% 750 250 






1% (iz 10%*) 100 1000 
2% (iz 10%*) 200 1000 
5% (iz 10%*) 500 1000 
15% 150 1000 
25% 250 1000 
50% 500 1000 
100% 1000 1000 
QCL 10% ** 1000 1000 
QCM 30%  300 1000 





1% (iz 10%*) 100 900 
2% (iz 10%*) 200 800 
5% 50 950 
10% 100 900 
50% 500 500 
100% 1000 0 
QCL 25% 150 450 
QCH 75% 450 150 
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Priloga 3: Koncentracije standardov WSV za vrednotenje metode. 
* Koncentracijo standarda C v QCH smo pripravili glede na 150% RDA, saj je pri 300% izven območja 
linearnosti. 
  
 KONCENTRACIJA WSV [mg/L] 






5% 0,27 0,45 4,20 1,52 0,35 0,32 0,05 0,07 20,15 0,05 
10% 0,53 0,90 8,39 3,03 0,70 0,64 0,10 0,14 40,30 0,11 
25% 1,33 2,24 20,98 7,58 1,75 1,60 0,25 0,35 100,75 0,27 
50% 2,66 4,48 41,95 15,15 3,50 3,20 0,51 0,70 201,50 0,54 
100% 5,31 8,96 83,90 30,30 6,99 6,40 1,02 1,40 403,00 1,09 
200% 10,63 17,92 167,80 60,60 13,99 12,80 2,03 2,80 806,00 2,18 
400% 21,25 35,84 335,60 121,20 27,97 25,60 4,06 5,60 1612,00 4,36 
QCL 30% 1,59 2,69 25,17 9,09 2,10 1,92 0,30 0,42 120,9 0,33 
QCM 90% 4,78 8,06 75,51 27,27 6,29 5,76 0,91 1,26 362,70 0,98 
QCH 300% 15,94 26,88 251,70 90,90 20,98 19,20 3,05 4,20 604,50* 3,27 
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Priloga 4: Koncentracije standardov FSV za vrednotenje metode. 
  
 KONCENTRACIJA FSV [mg/L] 
 A-ac. A-palm. D3 E-ac. K1 β-karoten 
Vzorci umeritvene 
premice 
(n-heksan z 0,05% BHT) 
1% 0,63 2,95 0,19 5,08 0,38 0,60 
2% 1,26 5,91 0,37 10,17 0,77 1,21 
5% 3,16 14,77 0,93 25,42 1,92 3,02 
15% 9,49 44,31 2,80 76,26 5,76 9,06 
25% 15,81 73,85 4,66 127,10 9,60 15,10 
50% 31,62 147,70 9,32 254,20 19,20 30,20 
100% 63,24 295,40 18,64 508,40 38,40 60,40 
QCL 10%   6,32 29,54 1,86 50,84 3,84 6,04 
QCM 30%  18,97 88,62 5,59 152,52 11,52 18,12 




1% 1,17 2,47 0,21 3,43 0,38 0,13 
2% 2,34 4,94 0,41 6,86 0,75 0,26 
5% 5,86 12,35 1,03 17,14 1,88 0,64 
10% 11,72 24,70 2,06 34,28 3,76 1,29 
50% 58,60 123,50 10,30 171,40 18,78 6,43 
100% 117,20 247,00 20,60 342,80 37,56 12,86 
QCL 25% 29,30 61,75 5,15 85,70 9,39 3,22 
QCH 75% 87,90 185,25 15,45 257,10 28,17 9,65 
Andreja Horvat  Magistrska naloga 
75 
Priloga 5: Razvoj in optimizacija ekstrakcijskega postopka za sirup - izdelek 1. 
  
Izdelek 1 – sirup 
RAZVOJ IN OPTIMIZACIJA EKSTRAKCIJSKEGA POSTOPKA 
1. postopek:  
a) raztapljanje 1 mL sirupa v različnih volumnih (10 mL/25 mL/6 mL) 1 mM EDTA 
b) dodatek 10 mL 0,05% razt. BHT v n-heksanu 
c) stresanje (20 min.)  
d) ločevanje organske in vodne faze v liju ločniku → zbiranje vodne faze v 50 mL/100 mL merilni bučki (tri 
zaporedne stopnje ekstrakcije) 
e) dodatek enake količine 1 mM EDTA (10 mL/25 mL/6 mL) k preostali organski fazi v liju ločniku → 
mešanje (3 min.)  
f) postopek pod točko d) in e) se 2-krat ponovi 
g) 50 mL/100 mL bučko (z zbrano vodno fazo) dopolnimo do oznake z 1 mM EDTA 
h) centrifugiranje vodne faze (25°C, 3500 rpm, 10 min.) → 0,5 mL supernatanta za analizo WSV 
i) prenos organske faze v 10 mL merilno bučko 
j) sušenje 1,5 mL heksanskega ekstrakta s prepihovanjem pod tokom N2 pri 30°C → raztapljanje suhega 
ostanka z 0,5 mL 0,01% razt. BHT → mešanje na vibracijskem mešalniku (30 s) → 0,5 mL VZ za analizo 
FSV 
2. postopek:  
a) raztapljanje 2 mL sirupa v 8 mL 0,05% razt. BHT v n-heksanu (v centrifugirki) 
b) mešanje na vibracijskem mešalniku (5 min.), soniciranje (10 min.) in centrifugiranje (25°C, 3500 rpm, 
10 min.) 
c) sušenje 1,5 mL heksanskega ekstrakta s prepihovanjem pod tokom N2 pri 30°C → raztapljanje suhega 
ostanka z 0,5 mL 0,01% razt. BHT → mešanje na vibracijskem mešalniku (30 s) → 0,5 mL VZ za analizo 
FSV 
d) dodatek 3 mL 0,05% razt. BHT v n-heksanu in 8 mL 1 mM EDTA k preostali organski fazi 
e) stresanje (20 min.)  
f) ločevanje organske in vodne faze v liju ločniku → zbiranje vodne faze v 20 mL merilni bučki (dve 
zaporedni stopnji ekstrakcije) 
g) dodatek 8 mL 1 mM EDTA k preostali organski fazi v liju ločniku → mešanje (3 min.) → postopek pod 
točko f) se 1-krat ponovi 
h) 20 mL bučko (z zbrano vodno fazo) dopolnimo do oznake z 1 mM EDTA 
i) centrifugiranje vodne faze (25°C, 3500 rpm, 10 min.) → 0,5 mL supernatanta za analizo WSV 




3. postopek:  
a) raztapljanje 1 mL sirupa v različnih V (2 mL, 3 mL in 4 mL) organskega topila (ACN, MeOH, MeOH z 
dodatkom 85% H3PO4) (v centrifugirki) 
b) mešanje na vibracijskem mešalniku (5 min.), soniciranje (10 min.) in centrifugiranje (25°C, 3500 rpm, 
10 min.) → 0,5 mL/0,2 mL supernatanta za analizo FSV 
c) dodatek različnih V vodne faze (do 25 mL MQ, do 5 mL/do 25 mL/do 50 mL/točno 50 mL 1 mM EDTA) 
d) mešanje na vibracijskem mešalniku (5 min.), soniciranje (10 min.), mešanje na vibracijskem mešalniku 
(3 min.) in centrifugiranje (25°C, 3500 rpm, 10 min.) → 0,5 mL supernatanta za analizo WSV 
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Priloga 6: Razvoj in optimizacija ekstrakcijskega postopka za mehke kapsule - izdelek 2. 
  
Izdelek 2 – mehke kapsule 
RAZVOJ IN OPTIMIZACIJA EKSTRAKCIJSKEGA POSTOPKA 
1. postopek:  
a) rezanje 1 kps s skalpelom in raztapljanje le-te v različnih volumnih (25 mL/50 mL) n-heksana 
b) soniciranje (10 min.), stresanje (20 min.) 
c) 25 mL/50 mL: centrifugiranje 0,5 mL/1 mL VZ (25°C, 13200 rpm, 10 min.) → sušenje 0,2 mL/0,6 mL 
supernatanta s prepihovanjem pod tokom N2 pri 30°C → raztapljanje suhega ostanka z 0,2 mL/0,3 mL 
MF D za HPLC → mešanje na vibracijskem mešalniku (30 s) → 0,2 mL VZ za analizo FSV 
d) dodatek različnih V 1 mM EDTA (25 mL/50 mL/100 mL) 
e) stresanje (20 min.) 
f) ločevanje organske in vodne faze v liju ločniku → zbiranje vodne faze v 50 mL/100 mL/200 mL merilni 
bučki (dve zaporedni stopnji ekstrakcije) 
g) dodatek enake količine 1 mM EDTA (25 mL/50 mL/100 mL) k preostali organski fazi v liju ločniku → 
ročno mešanje (3 min.) ali stresanje s stresalnikom (20 min.) → postopek pod točko f) se 1-krat ponovi 
h) 50 mL/100 mL/200 mL bučko (z zbrano vodno fazo) dopolnimo do oznake z 1 mM EDTA 
i) centrifugiranje vodne faze (25°C, 13200 rpm, 5 min.) → odvzem supernatanta za analizo WSV 
2. postopek:  
a) rezanje 1 kps s skalpelom in prenesemo le-to v 100 mL merilno bučko 
b) do oznake dopolnimo z različnimi topili (MQ, MeOH, raztopine EDTA različnih koncentracij 
(0,1 mM/1 mM/50 mM/100 mM)) 
c) mešanje na magnetnem mešalu (1 uro), soniciranje (10 min.) 
d) centrifugiranje (25°C, 3500 rpm, 5 min.) ali filtriranje (filter z velikostjo por 0,2 μm ali 0,45 μm) vodne 
faze → odvzem supernatanta za analizo WSV 
3. postopek: Homogenost in stabilnost VZ 
a) rezanje 1 kps s skalpelom in prenesemo le-to v 100 mL merilno bučko 
b) do oznake dopolnimo z 1 mM EDTA/MQ 
c) mešanje na magnetnem mešalu (1 uro) → odvzem 1 mL VZ vsakih 15 min → centrifugiranje vodne faze 
(25°C, 3500 rpm, 5 min.) → odvzem supernatanta za analizo WSV 
d) soniciranje (10 min.) → centrifugiranje 1 mL VZ (25°C, 3500 rpm, 5 min.) → odvzem supernatanta za 
analizo WSV 
e) odvzem 1 mL VZ vsakih 30 min po pripravi raztopine VZ (ob času 0 in čez 0,5h, 1h, 1,5h in 2h) → 
centrifugiranje vodne faze (25°C, 3500 rpm, 5 min.) → odvzem supernatanta za analizo WSV 




4. postopek:  
a) rezanje 1 kps s skalpelom in raztapljanje le-te v 50 mL merilni bučki z n-heksanom 
b) soniciranje (10 min.), stresanje (20 min.) 
c) centrifugiranje 1 mL VZ (25°C, 13200 rpm, 10 min.) → sušenje 0,6 mL supernatanta s prepihovanjem pod 
tokom N2 pri 30°C → raztapljanje suhega ostanka z 0,3 mL MF D za HPLC → mešanje na vibracijskem 
mešalniku (30 s) → 0,2 mL VZ za analizo FSV 
d) dodatek 50 mL MQ  
e) stresanje (20 min.) 
f) ločevanje organske in vodne faze v liju ločniku → zbiranje vodne faze v 50 mL merilni bučki 
(1. ekstrakcija)  
g) dodatek enake količine MQ/1 mM EDTA (50 mL) k preostali organski fazi v liju ločniku → mešanje 
(3 min.) →  postopek pod točko f) se 1-krat ponovi (2. ekstrakcija) 
h) postopek pod točko g) se 1-krat ponovi (3. ekstrakcija) 
i) 50 mL bučko (z zbrano vodno fazo) dopolnimo do oznake z MQ/1 mM EDTA 
j) centrifugiranje posamezne frakcije (25°C, 13200 rpm, 5 min.) → odvzem supernatanta za analizo WSV 
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Priloga 7: Razvoj in optimizacija ekstrakcijskega postopka za tablete - izdelek 3. 
  
Izdelek 3 – tablete 
OPTIMIZACIJA EKSTRAKCIJSKEGA POSTOPKA 
1. postopek:  
a) drobljenje 1 tbl v terilnici in raztapljanje le-te v 50 mL 1 mM EDTA 
b) soniciranje (15 min.)  
c) dodatek 50 mL 0,05% razt. BHT v n-heksanu 
d) stresanje (20 min.) 
e) ločevanje organske in vodne faze v liju ločniku → zbiranje posamezne vodne faze v 50 mL merilno bučko  
f) dodatek enake količine 1 mM EDTA (50 mL) k preostali organski fazi v liju ločniku → ročno mešanje 
(3 min.)  
g) postopek pod točko e) in f) se 2-krat ponovi (tri zaporedne stopnje ekstrakcije) 
h) 50 mL bučko (z zbrano vodno fazo) vsakič dopolnimo do oznake z 1 mM EDTA 
i) centrifugiranje posamezne vodne faze (25°C, 13200 rpm, 5 min.) → odvzem supernatanta za analizo WSV 
j) dodatek enake količine 0,05% razt. BHT v n-heksanu (50 mL) k prvi zbrani vodni fazi → ročno mešanje 
(3 min.) 
k) postopek pod točko e) in j) se 2-krat ponovi (za tri zaporedne stopnje ekstrakcije) 
l) sušenje 0,5 mL heksanskega ekstrakta s prepihovanjem pod tokom N2 pri 30°C → raztapljanje suhega 
ostanka z 0,5 mL 0,01% razt. BHT → mešanje na vibracijskem mešalniku (30 s) → 0,5 mL VZ za analizo 
FSV 
2. postopek:  
a) drobljenje 1 tbl v terilnici in raztapljanje le-te v 90 mL 1 mM EDTA 
b) soniciranje (15 min.)  
c) centrifugiranje 0,8 mL vodne faze pred ekstrakcijo (25°C, 13200 rpm, 5 min.) → odvzem supernatanta za 
analizo WSV 
d) dodatek 50 mL 0,05% razt. BHT v n-heksanu 
e) stresanje (20 min.) 
f) ločevanje organske in vodne faze v liju ločniku → zbiranje vodne faze v 100 mL merilno bučko  
g) 100 mL bučko (z zbrano vodno fazo) dopolnimo do oznake z 1 mM EDTA 
h) centrifugiranje 0,8 mL vodne faze po 1. ekstrakciji (25°C, 13200 rpm, 5 min.) → odvzem supernatanta za 
analizo WSV (po 1. ekstrakciji) 
i) dodatek 100 mL vodne faze po 1. ekstrakciji in 100 mL sveže 1 mM EDTA k preostali organski fazi v liju 
ločniku → ročno mešanje (3 min.) 
j) postopek pod točko g) in h) se 1-krat ponovi (2. ekstrakcija) 




a) drobljenje 1 tbl v terilnici in raztapljanje le-te v 100 mL 1 mM EDTA 
b) soniciranje (15 min.) in centrifugiranje vodne faze pred ekstrakcijo (25°C, 13200 rpm, 5 min.) → odvzem 
supernatanta za analizo WSV 
c) dodatek 1 mL 0,1 M NaOH in 600 μL 1 mM EDTA 
d) soniciranje (15 min.) in centrifugiranje vodne faze pred ekstrakcijo (25°C, 13200 rpm, 5 min.) → odvzem 
supernatanta za analizo WSV 
e) postopek pod točko c) in d) se 1-krat ponovi 
4. postopek:  
a) drobljenje 1 tbl v terilnici in raztapljanje le-te v različnih volumnih (50 mL/100 mL/200 mL/250 mL) 
izbranih topil (MQ, 1 mM EDTA, 1 mM EDTA z 1 mM NaOH) 
b) ročno mešanje (3 min.), soniciranje (15 min.)/mešanje na magnetnem mešalu (1 h) 
c) centrifugiranje vodne faze pred ekstrakcijo (25°C, 13200 rpm, 5 min.) → odvzem supernatanta za analizo 
WSV 
d) dodatek točno 50 mL/100 mL 0,05% razt. BHT v n-heksanu k vodni fazi 
e) stresanje (20 min.) 
f) ločevanje organske in vodne faze v liju ločniku → odvzem 0,5 mL/1 mL/1,5 mL heksanskega ekstrakta 
(1. ekstrakcija) 
g) sušenje heksanskega ekstrakta s prepihovanjem pod tokom N2 pri 30°C → raztapljanje suhega ostanka z 
0,5 mL 0,01% razt. BHT → mešanje na vibracijskem mešalniku (30 s) → 0,5 mL VZ (1. ekstrakcija) za 
analizo FSV 
h) dodatek svežih 50 mL/100 mL 0,05% razt. BHT v n-heksanu k vodni fazi v lij ločnik → ročno mešanje 
(3 min.)  
i) ločevanje organske in vodne faze v liju ločniku → odvzem 0,5 mL/1 mL/1,5 mL heksanskega ekstrakta 
(2. ekstrakcija) 
j) sušenje heksanskega ekstrakta s prepihovanjem → raztapljanje suhega ostanka z 0,5 mL 0,01% razt. BHT 
→ mešanje na vibracijskem mešalniku (30 s) → 0,5 mL VZ (2. ekstrakcija) za analizo FSV 
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Priloga 8: Priprava osnovnih raztopin (OR) standardov za vrednotenje uspešnosti 
ekstrakcijskega postopka. 
* ST smo kvantitativno prenesli v bučko, brez predhodno pripravljenih osnovnih standardnih raztopin. 













B1 5 5 1 mM EDTA 1000 
B2 5 25 1 mM NaOH 200 
B3 5 50* 1 mM EDTA 100 
B5 6 5 1 mM EDTA 1200 
B6 5 5 1 mM EDTA  1000 
B12 5 100 1 mM EDTA 50 
C 10,8 50* 1 mM EDTA 216 
FSV 
A-palm 9 10 MeOH 900 














B1 7 50* 1 mM EDTA 140 
B2 7 50 1 mM NaOH 140 
B3 90 50* 1 mM EDTA 1800 
B5 30 50* 1 mM EDTA 600 
B6 9,5 50* 1 mM EDTA 190 
B12 6 100 1 mM EDTA 60 
C 275 50* 1 mM EDTA 5500 
B7 4 25 1 mM EDTA z 1 mM NaOH 160 
B9 5 25 1 mM EDTA z 1 mM NaOH 200 
THFK 5 10 1 mM EDTA z 1 mM NaOH 500 
FSV 
D3 5 100 n-heksan 50 













B1 2,75 50* 1 mM EDTA 55 
B2 3,5 50 1 mM NaOH 70 
B3 40 50* 1 mM EDTA 800 
B5 15 50* 1 mM EDTA 300 
B6 3,5 50* 1 mM EDTA 70 
B7 3 25 1 mM EDTA z 1 mM NaOH 120 
B9 5 25 1 mM EDTA z 1 mM NaOH 200 
B12 6,25 100 1 mM EDTA 63 
C 200 50* 1 mM EDTA 4000 
FSV 
A-palm. 2 25* 0,05% BHT v n-heksanu 80 
D3 5 50 0,05% BHT v n-heksanu 100 
E-ac. 30 25* 0,05% BHT v n-heksanu 1200 
K1 5 20 0,05% BHT v n-heksanu 250 
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Priloga 9: Kromatogram uporabljenih topil (zgornji kromatogram) in raztopine mešanice 
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Priloga 10: Kromatogram uporabljenih topil (zgornji kromatogram) in raztopine mešanice 
standardov (spodnji kromatogram) pri λ = 270 nm, ki predstavlja selektivnost metode za 
analizo FSV. 
 
 
 
 
 
 
 
